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múltiples  propiedades  beneficiosas,  como  la  prevención  de  enfermedades 
cardiovasculares, tumorales y degenerativas, que pueden aparecer como consecuencia 
del estrés oxidativo. El cacao  representa una  fuente  interesante de polifenoles en  la 
dieta, dado su amplio consumo y su riqueza en estos compuestos bioactivos. La actividad 
antioxidante de los polifenoles en general, y en concreto de los polifenoles del cacao, ha 











seleccionaron 7 para  su estudio en base a  su  capacidad protectora antioxidante,  las 
fracciones  correspondientes  a  los  compuestos mayoritarios  del  cacao  (teobromina, 
cafeína,  catequina,  epicatequina  y  procianidina  B2)  y  otras  dos  fracciones  que  no 
presentaban ningún compuesto mayoritario. 
Para  el  empleo  de  S.  cerevisiae,  se  ha  puesto  a  punto  un  método  en  placa 
multipocillo  que  permite  estudiar  de  forma  rápida  y  reproducible  la  capacidad 
promotora  de  respuesta  celular  antioxidante  de  ingredientes  alimentarios.  Se  ha 
demostrado  la  capacidad  protectora  antioxidante  del  extracto  de  cacao  y  se  han 
identificado las fracciones más activas, siendo aquellas ricas en catequina, epicatequina 







el  extracto  polifenólico  de  cacao  y  posteriormente  sometida  a  estrés  oxidativo  con 




fosfato  con  el  fin  de  obtener  poder  reductor  para  hacer  frente  al  estrés  oxidativo. 
Además,  se ha observado  la  represión de algunos genes  implicados en  la  síntesis de 
proteínas, mientras  que  algunos  de  los  enzimas  secuestradores  de  radicales  libres 
fueron  rápidamente  inducidos  por  el  extracto  de  cacao,  como  las  catalasas  y 
peroxidasas.  
Mediante el uso de C. elegans, se ha evaluado la capacidad promotora de respuesta 








protección  antioxidante  del  cacao,  efecto  que  además  parece  estar mediado  por  el 
contenido total de polifenoles del cacao y no como resultado de compuestos aislados.  






degenerative  diseases, which  can  occur  as  a  result  of  oxidative  stress.  Cocoa  is  an 
important  source  of  dietary  polyphenols,  due  to  its wide  consumption  and  its  high 
content  of  these  bioactive  compounds.  The  antioxidant  activity  of  polyphenols  in 
general  and  of  cocoa  polyphenols  in  particular,  has  been widely  evaluated  in  vitro. 




polyphenols  using  the  yeast  Saccharomyces  cerevisiae  and  the  nematode 
Caenorhabditis  elegans  as  model  organisms.  To  perform  this  in  vivo  study,  a 
polyphenolic  extract  obtained  from  a  polyphenol‐rich  cocoa  powder  and  several 
chromatographic  fractions obtained  from  the extract were employed  to  identify  the 
compounds  responsible  for  the  antioxidant  effects  of  cocoa.  After  the  preliminary 
evaluation  of  26  fractions  corresponding  to  the  full  cocoa  extract,  7  of  them were 
selected  for  further  studies  based  on  their  protective  antioxidant  capacity,  those 










yeast after  treatment with  the cocoa polyphenolic extract and  induction of oxidative 
stress with  hydrogen  peroxide.  The  results  permitted  the  identification  of  possible 
proteins and genes  involved  in the yeast’s response to the stress mediated by cocoa 









isolated  fractions  to  promote  antioxidant  response  in  the worm were  evaluated  by 
oxidative stress, thermal stress and reactive oxygen species (ROS) formation assays. It 
was possible to confirm the antioxidant protective effect of the cocoa extract and the 





















































































































































































cell  rescue,  defense  and  virulence,  after  15  and/or  45  min  of  hydrogen  peroxide 
treatment. 





















Figure  9.  Semi‐preparative  HPLC  chromatogram  obtained  after  the  cocoa  extract 
fractionation.  
Figure 10. Free radical DPPH scavenging activities of cocoa and red grape extracts, ascorbic 





corresponding  pure  compounds  caffeine  (72.8  mg/L)  and  epicatechin  (42.1  mg/L) 
respectively, at equal concentrations. 
Figure  13.  Antioxidant  effects  of  cocoa  extract,  cocoa  fractions  F16  and  F19  and  the 












Figure  18. Growth  ratios  and  ‘effect  curves’  of  the  hst3Δ  and  the  BY4741  strains  after 
treatment with 0.5 and 4 mM of H2O2.  






















Figure  29.  Effect  of  caffeine  and  caffeine‐rich  fraction  (F16)  on ROS  accumulation  in  C. 
elegans.  
Figure 30. Protective effects of cocoa extract against thermal‐induced stress.  
Figure 31. Protection against  thermal  stress by epicatechin and epicatechin‐rich  fraction 
(F19) adjusted to 100 µM epicatechin.  




Figure 34. Protective effects of epicatechin  (100 µM) and epicatechin‐rich  fraction  (F19) 
adjusted to 100 µM epicatechin against Na‐arsenite oxidative stress.  




































































































or  more  hydroxyl  groups.  Phenolic  compounds  are  plant  secondary  metabolites 
essential  for  them  since  they  are  involved  in  several  processes,  such  as  growth, 
pigmentation, attraction for pollinators and resistance against pathogens, predators and 
environmental  stresses,  thereby  enhancing  plant  survival.  Phenolics  are  the  most 

















are  the  most  abundant  polyphenols  with  over  6000  flavonoids  identified,  widely 
distributed  in  fruits,  vegetables,  seeds,  nuts,  stems  and  flowers,  as well  as  derived 






















Flavonols are  the widest group of  flavonoids, being kampferol and quercetin  the 
most abundant compounds of this group in human diet.  
Flavan‐3‐ols range from simple monomers, such as (+)‐catechin and  its  isomer (‐)‐
epicatechin,  to  complex  structures  including  oligomeric  and  polymeric 
proanthocyanidins  also  known  as  condensed  tannins.  Proanthocyanidins  containing 
only  (epi)catechin  units  are  called  procyanidins  and  they  are  the  largest  type  of 
proanthocyanidins in plants (Crozier, Jaganath & Clifford, 2009). Unlike other classes of 
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With  respect  to  flavanones,  the  most  common  aglycones  are  hesperetin  and 
naringenin,  although  glycosides  are more  dominant  in  nature.  The most  abundant 
glycosides of hesperetin are hesperidin and neohesperidin, which are conjugated with 







The main  non‐flavonoids  compounds  (Fig.  2)  in  human  diet  are  phenolic  acids, 
including hydroxybenzoic (C6‐C1) and hydroxycinnamic (C6‐C3) acids, such as gallic acid 
(which  is  the  biosynthetic  precursor  of  hydrolysable  tannins)  and  caffeic  acid, 
respectively,  and  stilbenes  (C6‐C2‐C6)  (Crozier,  Jaganath  &  Clifford,  2009;  Khan  & 
Dangles, 2014).  











Polyphenols  are widely  distributed  in  the  plant  kingdom  and  they  are  the most 






Lycopersicon  (i.e.  tomato)  represent a  rich  source of  flavonols, mainly quercetin and 
kaempferol.  In  fact,  the  main  contribution  of  quercetin  to  the  diet  is  done  by 
commodities such as red onion and garlic, among others. Onions are not only rich  in 




skin of  the  fruits, being cherry  tomatoes  richer  than big  tomatoes  (Naczk & Shahidi, 
2006). Carrots are rich in chlorogenic acids. Moreover, the richest legumes in phenolics 
are  the  dark  ones  (e.g.  red  and  black  beans).  Isoflavones  are  almost  only  found  in 
legumes, especially in soy (Crozier, Jaganath & Clifford, 2009; Naczk & Shahidi, 2006). 
Flavanols such as catechins can be found in huge amounts in red grapes and apples, 
but  also  in  stone  fruits  such  as  plums  and  apricots  and  in  a  complex  mixture  in 
strawberries. Procyanidins  type B are present  in  apples, plums  and peaches,  among 
other fruits. Flavanones are characteristic of citric fruits, being naringenin present in big 
amounts  in grapefruit and hesperidin  in oranges,  lemons and  limes  (Khan & Dangles, 
2014). Although they also contain certain levels of flavones, the most relevant source of 
these compounds are olives, which are especially rich  in  luteolin and apigenin. Olives 









Rimbau et al., 2013). Anthocyanins are mainly  found  in  red grapes, most of  them as 
malvidin  glycosides,  although  they  can  also  be  found  in  fruits  such  as  blueberry, 
blackberry,  raspberry and  strawberry. Quercetin  is  the main  flavonol  found  in  fruits, 




























Tea has  a high  content of phenolic  compounds of nutritional  interest, especially 
green tea, relevant for the big amount of flavan‐3‐ols (catechins constitute over 30 % of 
the dry weight of leaves, being (−)‐epigallocatechin‐3‐gallate (EGCG) the most abundant 
one).  Flavonols  (quercetin,  kaempferol  and  its  glycosides),  flavones  (glycosides  of 






Beer contains a  range of polyphenolic compounds, partly  from barley  (70 %) and 
partly form hops (30 %). Flavan‐3‐ols are found in both of them and include monomers 




effects  in  human  health,  due  to  polyphenols,  especially  flavonoids.  Flavan‐3‐ols 
(catechin and epicatechin), as well as its polymers (procyanidins), flavonols (quercetin 
and myricetin) and anthocyanins (glycosides of malvidin, cyanidin, peonidin, delphinidin 
and  petunidin)  are  the  most  common  polyphenols  found  in  red  wine.  But  other 
compounds  are present  in  this product  as well,  such  as phenolic  acids,  for example 
hydroxybenzoic  (gallic  acid)  and  hydroxycinnamic  (caffeic  acid)  acids  and  stilbenes 
(resveratrol) which are important non‐flavonoid compounds present in grapes and wine 
(Banc et al., 2014). 
Cocoa beans are among  the richest products  in phenolics, being  its amount even 
higher than  in black and green tea and red wine, especially for flavan‐3‐ols catechins 
(mainly  epicatechin)  as  well  as  procyanidins  and  proanthocyanidins.  However,  the 
amount of these compounds is highly variable depending on the origin of the cocoa and 
the manufacturing process of  the  final product  (Andújar, Recio, Giner & Ríos, 2012; 
Crozier, Jaganath & Clifford, 2009). 
Coffee  represents  the  most  relevant  source  of  phenolic  acids  in  human  diet, 
specifically hydroxycinnamic acids, given the vast consumption of this product all over 

















influenced  by  several  factors  such  as  food matrix,  heterogeneity  of  sugars  or  other 
functional  groups  conjugated with  the  flavan  nucleus, molecular  size  and  solubility, 







glycosylated  in plants  and derived  food products  and  thus,  their molecular  size  and 
solubility might be determining properties  for  their absorption. Resveratrol has been 
also  proven  to  be  highly  absorbed  (70 %)  and  transformed  in metabolites  that  are 




100 mg of a single phenolic compound  (Scalbert & Williamson, 2000).  In  the case of 
unabsorbed compounds, they reach the colon where they are degraded by the colonic 


















Criollo  (which  is highly valued and unusual,  less bitter and more aromatic than other 
beans, from which only 5‐10 % of chocolate is prepared), Forastero (which has several 
sub‐varieties,  is  significantly more  resistant  than Criollo  trees and produces  cheaper 
cocoa beans, representing about 80 % of global chocolate production) and Trinitario (a 





Ghana,  although  Nigeria  and  Cameroon  are  also  among  the  five  largest  producing 
countries. Regarding Asia and Oceania, Indonesia is by far the responsible for the most 
important production of cocoa beans.  In the case of Latin America, although regional 





products  are  cocoa  liquor,  cocoa  butter,  cocoa  presscake  and  cocoa  powder.  Final 
products  are  usually  chocolates  and  other  derivatives  made  with  chocolate  (e.g 
toppings, candies and chocolate bars). In addition to traditional uses of chocolate and 



















































removed  from  the beans  to  leave  just  the cocoa nibs, which undergo an alkalisation 
treatment (dutching), usually with potassium carbonate, to develop flavour and colour. 











to  obtain  a  smooth  paste  that  improves  the  texture  of  chocolate.  Subsequently,  a 
kneading process  called  conching  is  carried out  to develop  flavour  and  texture. The 
resulting mixture is tempered, prepared for its different uses (put into moulds or used 











was  by  far  between  Africa  (the  world’s  largest  cocoa  producing  region)  and  the 
European  Union  (the  world’s  largest  cocoa  consuming  region).  Europe  remained 


















equivalents,  based  on  general  assumptions  about  the  cocoa  content  of  chocolate 
products involved.  
According  to  data  provided  by  ICCO  for  the  decade  2002‐2012,  primary  cocoa 







































quercetin‐3‐O‐glucoside  (isoquercitrin),  quercetin‐3‐O‐galactoside  (hyperoside)  and 
quercetin‐3‐O‐glucuronide, and the flavones, apigenin, apigenin‐8‐C‐glucoside (vitexin), 
apigenin‐6‐C‐glucoside (isovitexin), luteolin and luteolin‐7‐O‐glucoside, have been also 
found  in  cocoa  (Andrés‐Lacueva  et  al.,  2000;  Sánchez‐Rabaneda  et  al.,  2003).  Two 
anthocyanins,  cyanidin‐3‐O‐arabinoside  and  cyanidin‐3‐O‐galactoside,  and  the  N‐
phenylpropernoyl‐L‐amino  acids, N‐caffeoyl‐L‐aspartate, N‐coumaroyl‐L‐aspartate, N‐
coumaroyl‐3‐hydroxytyrosine (clovamide) and N‐coumaroyltyrosine (deoxyclovamide), 
were  found  by  Pereira‐Caro  et  al.  (2012)  in  cocoa  beans.  These  are  some  of  the 
compounds present in cocoa but its phenolic composition is much more complex and 
several  studies  have  been  performed  in  recent  years  trying  to  identify  as  many 






of  these  compounds  considerably  fluctuates  in  processed  products  such  as  cocoa 
powder  or  chocolate.  Great  loss  of  flavonoids  occurs  during  fermentation  and 
processing of cocoa beans (mainly due to roasting and dutching steps), up to 90 %  in 





%  reduction  of  cocoa  flavonoid  content,  being  epicatechin  and  quercetin  the most 
affected compounds. 
In  view of  this  loss of polyphenols  in processed  cocoa derivatives,  flavonoid‐rich 
cocoa products are being elaborated. To stand up to this problem, Tomás‐ Barberán et 
al. (2007) performed a new process to develop an unfermented, nonroasted and blanch‐
treated  cocoa  powder  with  higher  flavonoid  content  than  a  commercial  powder. 




























































compounds,  they  could  act  through  nonspecific  and/or  specific  mechanisms 
(Milenkovic, Jude & Morand, 2013). In fact, the molecular interactions of polyphenols 
with  biological  systems  are  not  yet  fully  understood.  Nowadays  it  is  known  that 
polyphenols may offer  indirect protection by activating endogenous defense systems 
(for example, catechin was able  to  increase catalase  (CAT), glutathione S‐transferase 
(GST) and superoxide dismutase (SOD) activities in vitro (Du, Guo & Lou, 2007)). And also 
by modulating cellular signalling processes such as activation of nuclear factor‐kappa B 
(NF‐кB),  activator  protein‐1(AP‐1)  DNA  binding,  glutathione  biosynthesis, 









of  polyphenols  in  general,  but  also  of  cocoa  phenolics  in  particular,  to  support  the 
beneficial effects found in cocoa products. That’s why it is worth studying and searching 
for specific molecular targets of cocoa polyphenols. 
As  antioxidant  and  detoxifying  agents,  polyphenols,  specifically  flavonoids,  exert 
their protective action by preventing DNA damage caused by ROS or other toxic and 
carcinogenic agents in several different ways: free radicals scavenging, metals chelation 










superoxide  anions  (O2∙‐),  among  others  (Estruch,  2000).  Some  ROS  are  generated 
endogenously  by  normal metabolic  processes  (e.g.  respiration,  with  the main  ROS 
production  occurring  in  the  electron  transport  chain  in  the  mitochondria,  and  β‐
oxidation of fatty acids) as well as by exposure to pro‐oxidants (e.g. hydrogen peroxide 
and heavy metals) (Estruch, 2000). Low concentrations of ROS seem to be needed by 
cells  for  transduction of cellular  signals  in processes  such as proliferation, apoptosis, 
inflammation  and  immune  response.  However,  the  excess  of  these  ROS  can  cause 
oxidative damage to DNA, lipids and proteins, resulting in an oxidative imbalance of the 
antioxidant system (Wu et al., 2011), which can lead to cell death or to acceleration of 
cell  aging  and  age‐related  diseases  (Silva  et  al.,  2009)  Actually,  oxidative  stress  is 
involved  in mutagenesis, carcinogenesis,  lipid peroxidation, alterations of  the correct 
membrane  function and oxidation and  fragmentation of proteins  (Lamuela‐Raventós, 
Romero‐Pérez, Andrés‐Lacueva & Tornero, 2005) and it has been related to several age‐





diseases,  cancer,  diabetes  and  osteoporosis  (Scalbert, Manach, Morand,  Remesy & 
Jiménez, 2005).  
Since it was shown that polyphenols from food sources had the ability to scavenge 





more  complicated  than expected.  Indeed, polyphenols  could also be  involved  in  the 
modulation of gene expression and the interaction with cell signalling pathways, since 
the physiological effects of  these compounds may extend beyond  the modulation of 









radical‐scavenging  ability,  like  the  free  radical  1,1‐diphenyl‐2‐picryl‐hydrazyl  (DPPH) 
scavenging assay (Schinella et al., 2010; Tabernero, Serrano & Saura‐Calixto, 2006) , the 
oxygen  radical  absorbance  capacity  (ORAC)  test  (Cádiz‐Gurrea  et  al.,  2014)  and  the 
trolox  equivalent  anti‐oxidative  capacity  (TEAC)  assay  (Cádiz‐Gurrea  et  al.,  2014; 
Schinella et al., 2010; Tabernero, Serrano & Saura‐Calixto, 2006) and the determination 
of  the  ferric  reducing‐antioxidant  power  (FRAP  assay)  (Cádiz‐Gurrea  et  al.,  2014; 
Schinella  et  al.,  2010;  Tabernero  ,  Serrano &  Saura‐Calixto,  2006).  But  these  assays 
present some problems, since they do not evaluate the protective effect on cell survival, 
the  antioxidant  effect  has  been  reported  to  be more marked  in  vitro,  using  high, 
nonphysiological concentrations and because several steps are necessary to reach the 







Moreover,  several  studies  endorse  the  positive  effects  of  cocoa  polyphenols  on 
human health, derived from its antioxidant role. It has been shown that a cocoa extract 
protected human liver cells against oxidative stress‐induced apoptosis by reducing ROS 
production  in  the presence of a  stressor and by modulating  the activities of  several 
antioxidants  enzymes  (Martín  et  al.,  2010).  Besides,  cocoa  polyphenols  have  been 
described as bioactive compounds because of their metabolic and cardiovascular effects 
also  mainly  due  to  its  antioxidant  properties,  including  the  inhibition  of  lipid 




Recent  meta‐analyses  of  intervention  studies  have  positively  correlated  cocoa 
consumption to several cardiovascular risk factors such as blood pressure (Ried, Sullivan, 
Fakler, Frank & Stocks, 2012), insulin resistance (Hooper et al., 2012), lipid profiles (Jia 
et  al.,  2010)  and  flow‐mediated  vascular  dilatation  (FMD)  (Hooper  et  al.,  2008). 





















the  principal  targets  the  nitric  oxide  concentration  and  the  endothelial  function, 
together with  decreased  susceptibility  of  LDL  to  oxidation  and  inhibition  of  platelet 
activation and aggregation (Khan et al., 2012; Rein et al., 2000). As reviewed by Andújar, 
Recio, Giner &  Ríos  (2012),  preliminary  studies  carried  out  in  animals  and  humans 
suggest a possible regulation of NO bioavailability, influencing endothelial function and, 




functional  food  ingredient having potential  therapeutic effect  in  the prevention  and 
treatment  of  hypertension.  Further  studies  carried  out  by  Quiñones,  Sánchez, 






risk  of  cancer.  These  facts  have  led  to  an  intensive  research  of  natural  substances 
present in food with chemopreventive effects, with special interest in polyphenols.  
Cocoa products  arouse  great  interest  in  this  field because of  its high  content  in 






















for molecular  and  cellular  biology  studies  but  also  to  identify  natural  antioxidants. 




division,  metabolism  and  intracellular  transport  are  conserved  in  higher 
eukaryotes organisms, including mammals. 














(Estruch,  2000).  Although  cells  have  different mechanisms  to maintain  their  redox 
status, the imbalance between antioxidant defences and ROS generation results in an 






the  repression  of  translation,  by  regulating  the  corresponding  gene  expression  via 
stress‐triggered signal transduction pathways (Takagi, 2008). 
There  are  many  studies  about  the  oxidative  stress  response  mechanisms  in  S. 
cerevisiae (Drakulic et al., 2005; McDonagh, Ogueta, Lasarte, Padilla & Bárcena, 2009; 
Mulford  &  Fassler,  2011;  Pereira,  Herdeiro,  Fernandes,  Eleutherio  &  Panek,  2003; 
Thorpe,  Fong,  Alic, Higgins & Dawes,  2004).  Furthermore,  the  use  of  genome‐wide 
screenings of yeast deletion  strains has helped  to discover novel  targets of different 
chemicals and pharmaceutical compounds (Tucker & Fields, 2004). 
Different drugs are used  to study  the  response  to oxidative stress  in  the yeast S. 
cerevisiae. Among them, hydrogen peroxide has been commonly used as an oxidative 
stress promoter model. This molecule is formed during normal aerobic respiration but 
also after exposure  to  several environmental  factors.  It not only generates oxidative 


















the  first  line  of  cell  protection  against  oxidative  damage.  The  balance  between 
antioxidant  enzymes  is  essential  for  the  elimination  of  ROS  in  the  cell,  avoiding  its 
excessive  accumulation.  The  second  line  of  defense  is  formed  by  non‐enzymatic 
scavengers, being glutathione  (GSH)  the most  important one, whose synthesis  in  the 
yeast  is performed by  the enzymes Gsh1 and Gsh2. Various  transcription  factors are 
involved in the regulation of genes expression under oxidative stress conditions, among 
which  are  Yap1p  (yeast AP‐1‐like)  and  Skn7p  (suppressor of  kre null,  also  known  as 



















Table 3. Main antioxidant defences  in S. cerevisiae  (modified  from Estruch, 2000;  Izquierdo, 
Casas, Muhlenhoff, Lillig & Herrero, 2008; Morano, Grant & Moye‐Rowley, 2012; Saccharomyces 
Genome Database (SGD), 2015). 
System  Proteins  Function/localization  Induction by H202 
Transcriptional 
regulator(s) 
Glutathione  Gsh1p glutathione synthesis (cytoplasm) Yes Yap1p 




Trr1p thioredoxin reductase (cytoplasm) Yes Yap1p/Skn7p
Trx3p  thioredoxin (mitochondria)  
Trr2p  thioredoxin reductase (mitochondria)









Sod1p Cu/Zn‐S0D (cytoplasm) Yes Yap1p/Skn7p




Ctt1p catalase (cytoplasm) Yes Yap1p/Skn7p
Peroxidases  Gpx1 glutathione peroxidase (cytoplasm)  
Gpx2 glutathione peroxidase (cytoplasm) Yap1p/Skn7
Gpx3 glutathione peroxidase (cytoplasm)  
Tsa1  peroxiredoxin (cytoplasm) Yap1p/Skn7
Tsa2  peroxiredoxin (cytoplasm) Yes  
Ahp1 peroxiredoxin (cytoplasm) Yap1p/Skn7
Prx1  peroxiredoxin (mitochondira)  
Dot5 peroxiredoxin (nucleus)     
With respect to the enzymatic defense, two overlapping groups of enzymes can be 
considered  (Fig.  5):  one  group  (including  superoxide  dismutases,  catalases  and 
peroxidases)  acts  directly  detoxifying  ROS  and  the  other  group  (which  includes 







Figure  5.  Enzymatic  defense  against  oxidative  stress  in  S.  cerevisiae  (Herrero,  Ros,  Bellí  & 
Cabiscol, 2008). 
 
Superoxide  dismutases  (SOD)  are  the main  enzymes  involved  in  the  protection 
against oxidative damage  in aerobic organisms. They are a  family of metalloproteins 
having different metallic  cofactors.  S.  cerevisiae  cells possess  two  forms: Cu/Zn‐SOD 
(Sod1p) located in the cytoplasm and Mn‐SOD (Sod2p) found in the mitochondria. Both 
of  them,  SOD1  and  SOD2,  are  induced by hydrogen peroxide  in  a Yap1p  and  Skn7p 

















properties  of  the metal  group  associated  to  the  enzyme,  as  in  the  case  of  the  two 
aforementioned enzymes. Peroxidases act by  the  reduction of organic and  inorganic 
peroxides to alcohols with the help of active site cysteine thiols. Thus, electron donors 













Glutaredoxins are divided  in  two  subfamilies. The  first one protects  cells against 
hydrogen peroxide (Grx2p) and superoxide anions (Grx1p). The second one includes six 
other members  (Grx3‐8),  present  in  different  subcellular  compartments. Grx3/4  are 


























after  exposure  to H2O2,  being  the  antioxidant  defences,  heat  shock  and  chaperone 
proteins, translational apparatus, proteases and carbohydrate metabolism, the cellular 
functions primarily affected. Metabolic enzymes are also  included as H2O2‐responsive 
targets.  Notable  changes  happen  in  carbohydrate metabolism,  which  seems  to  be 
redirected to the regeneration of NADPH  (Godon et al., 1998). Among the metabolic 
changes,  the  repression of  the glyceraldehyde‐3‐phosphate dehydrogenase  isozymes 
TDH2  and  TDH3  indicates  a  possible  slowdown  of  glycolysis. Moreover,  the  hexose 
phosphate  pool  would  be  redirected  to  the  pentose  phosphate  pathway  and  the 
trehalose  synthesis  through  the  induction  of  PGM2  (phosphoglucomutase),  ZWF1 
(glucose‐6‐phosphate  dehydrogenase),  TKL1  and  TKL2  (transketolases),  TAL1 




dependent  histone  deacetylases  proteins,  present  in  organisms  from  bacteria  to 
















the  cellular  type,  ribosomal  DNA  levels  and  correct  telomere  function  (Young  & 
Kirchmaier, 2012). In the particular case of Sir2p, deacetylation of lysine 16 of histone 4 
extends  the  silencing of  subtelomeric  regions,  leading  to a more  compact  structure. 











others  because  of  its  possible  implication  in  caloric  restriction  mediated  lifespan 
extension, the prevention of aging‐related disorders and the maintenance of metabolic 
homeostasis. SIRT1 not only deacetylases histones but also other protein targets such 












antioxidant  enzyme  SOD2  (Qiu,  Brown, Hirschey,  Verdin &  Chen,  2010). Under  this 























cells  (thus decreasing  replicative  lifespan  in  yeasts). Results  showed  that  resveratrol 
decreased  the  frequency of  recombination of  ribosomal DNA up  to  60 %  in  a  Sir2p 




Martorell  et  al.  (2011)  found  that  the  sirtuin  Hst3p  was  involved  in  the  yeast 









S. cerevisiae has been used as an  in vivo model  to screen  for natural antioxidant 
compounds, including polyphenols (Baroni, Di Paola Naranjo, García‐Ferreyra, Otaiza & 
Wunderlin, 2012; Belinha et al., 2007; Dani et al., 2008; Martorell et al., 2011; Wu et al., 
2011;  Zhang  et  al.,  2011)  The  yeast  model  has  also  been  employed  to  study  the 
polyphenols’ molecular mechanisms  of  action  and  to  identify  proteins  and  targets 
involved in the yeast oxidative stress response and longevity that could be conserved in 
mammals (Martorell et al., 2011).  







of  trying  to  find  the molecular mechanisms  involved  in  the  antioxidant  protection 
conferred by  those polyphenols, deletion mutant  strains  for  the genes  SOD1,  SOD2, 
CTT1 or GSH1 were used  in order  to  investigate  the participation of  the antioxidant 
systems superoxide dismutase, catalase or glutathione. Results showed similar capacity 
of  resveratrol  and  catechin  to  protect  the  yeast  from  all  oxidative  conditions,  both 
conferring  reduced  intracellular  oxidation  and  lipid  peroxidation  in  the  yeast.  CTT1 
mutant was  the  only  one  that  did  not  show  an  increased  tolerance  to  H2O2  after 
treatment with  polyphenols.  These  results  suggest  the  involvement  of  CTT1  in  the 





correlated  with  decreased  levels  of  ROS  and  maintenance  of  redox  homeostasis 
(measured as glutathione depletion and glutathione oxidation). Protein carbonylation 








The Aft1p transcription  factor  increases the expression of genes associated with  iron 











cell  transport,  cell  cycle  and  DNA  processing,  metabolism,  biogenesis  of  cellular 
components  and  protein  biosynthesis)  after  treatment  with  quercetin.  Additional 
studies with deletion mutants  in genes encoding  for cell wall proteins and  trehalose 
synthesis  intermediates were  performed  to  study  its  implication  in  the  response  to 





















somatic  cells  constitute  the  body,  of which  302  are  neurons.  A  digestive  system  is 







Two  different  sexual  forms  exist  in  adult  worms:  hermaphrodites  and  males. 
Reproduction  between  hermaphrodites  and  males  leads  to  a  bigger  genetically 




















‐ It  exists  a  strong  genes  conservation  in  relation  to  humans  (with  40%  of 
orthologues genes). 




Similarly  to  S.  cerevisiae,  the  nematode  C.  elegans  also  possesses  several 
endogenous  enzymatic  and  non‐enzymatic  defenses  to maintain  ROS  concentration 
under acceptable levels. SOD, CAT, GPO (glutathione peroxidases) and glutathione act 
as  previously  described  for  the  yeast  model.  Moreover,  redox‐sensitive  signalling 
pathways are activated under stress conditions as well, leading to the modification of 
gene expression. 
The  evolutionary  conserved  Insulin/Insulin  Like  Growth  Factor  (IGF)‐I  Signalling 
Pathway (IIS) is involved in longevity and metabolism in different species (including flies 
and mammals). In the worm, this cascade is needed for the dauer larval formation (an 
arrested  non‐aging  state  during  adverse  conditions)  and  the  process  of  aging. 
Phosphorylation of DAF‐2,  the C.  elegans homologue  for  the  Insulin/IGF‐1  receptor, 
















factor 2  (Nrf2, SKN‐1 C. elegans homologue) are  thought  to be  induced under stress 




the  translocation of SKN1  into  the nucleus  (which  is present  in  the cytoplasm under 
normal conditions) producing molecular changes and the modification of the expression 
profile  (Surh, Kundu & Na, 2008).  Specifically, p38 MAPK  (mitogen‐activated protein 
kinase) cascade controls SKN1 in the worm and could influence the expression of SOD‐
3 and other stress response genes. Similar effects were found in the JNK signalling which 
is also  regulated by  the ROS  level  (reviewed by Baumeister,  Schaffitzel & Hertweck, 
2006) and directly phosphorylates and activates DAF‐16  resulting  in  the  induction of 
target genes such as SOD‐3. 
In brief, the  inhibition of the DAF‐2 pathway  leads to the nuclear  localization and 
activation  of  those  transcription  factors, modifying  the  expression  of  several  genes 
involved in a wide range of defense activities including the endogenous stress‐response, 
antimicrobial activity and detoxification of xenobiotic and ROS, as well as processes such 
as  development, metabolism  and  longevity  (reviewed  by  Baumeister,  Schaffitzel  & 
Hertweck, 2006). 
As mentioned  previously,  sirtuins  are  a  family  of  evolutionary  conserved  NAD+ 
dependent deacetylases  proteins, which  are  involved  in  several  biological  processes 
such  as  longevity,  stress  resistance, metabolism  and  cancer.  The  worm  C.  elegans 
possesses  four  of  them  (Sir2  paralogs):  sir‐2.1,  sir‐2.2,  sir‐2.3  and  sir‐2.4.  The most 
studied is sir‐2.1 because of its homology to human SIRT1 and yeast SIR2, both involved 
in  stress  resistance  and  longevity. Moreover,  sirtuins modulate  the  activity  of  FoxO 
(whose deacetylation is thought to promote DNA repair and cell cycle arrest as well as 
to inhibit apoptosis) and some studies in the worm showed that SIR‐2.1 together with 
14‐3‐3  proteins  as  binding  partners  increase  longevity  in  a  DAF‐16  dependent way 
(Berdichevsky, Viswanathan, Horvitz & Guarente, 2006). However, despite  the  great 





stress protection  role,  as  is  the  case of  SIR‐2.4.  In  this  context, Chiang  et al.  (2012) 
focused  on  the  promotion  of  DAF‐16  relocalization  and  its  potential  role  in  stress 
resistance modulated by SIR‐2.4, concluding that this sirtuin is a novel regulator of DAF‐
16 transcriptional function during stress conditions in the worm. 






The  nematode  C.  elegans was  first  introduced  as  a model  organism  by  Sydney 
Brenner (1974). Nowadays, this small worm is increasingly used for the study of aging as 
well as for the involvement of antioxidant compounds in longevity and stress response, 
due  to  its  short  lifespan,  its morphological  simplicity  and  its  easy maintenance  and 






et  al.,  2012;  Havermann,  Rohrig,  Chovolou,  Humpf  &  Wätjen,  2013;  Havermann, 
Chovolou, Humpf & Wätjen, 2014; Kampkötter et al., 2007; Kampkötter et al., 2008; 
Saul, Pietsch, Stürzenbaum, Menzel & Steinberg, 2011; Surco‐Laos et al., 2011). 
Surco‐Laos  et al.  (2011)  studied  the effect of epicatechin and  catechin and  their 
methylated metabolites (3′‐O‐methylepicatechin and 4′‐O‐methylepicatechin) (200 µM) 
on the resistance to oxidative and thermal stress of C. elegans. They found a protective 



























Büchter  et  al.  (2013)  studied  the  antioxidant  effects  and  lifespan‐prolonging 
properties of myricetin (100 µM) in C. elegans. Several parameters related to oxidative 


















function  of  DAF‐16  almost  completely  abolished  the  protective  effect  of myricetin. 
Finally, thermal stress (37 ºC) experiments were carried out, but no protective effects of 
myricetin were observed. The authors concluded that the improvement of lifespan and 
protection  from  ROS were  not  necessarily  related  to  a  protection  from  heat  stress 
despite the thermal‐mediated generation of ROS. 
Martorell  et  al.  (2011),  not  only  carried  out  experiments  in  the  yeast model  as 
aforementioned,  but  also  in  the  worm.  Particularly,  oxidative  stress  assays  were 
performed in order to investigate the protective effect of cocoa flavonoids (4 mg/mL). 












































to  have  beneficial  effects  on  human  health.  These  positive  properties were  related 
mainly to their high amount of polyphenols, which are antioxidants present  in plants 





metal  ions,  but  also  by modulating  signalling  pathways  involved  in  a wide  range  of 
processes such as aging and stress response. Nevertheless, much more information  is 
required to explain cocoa polyphenols’ benefits. Most of  these properties have been 
studied by  in vitro methods, using, for example, human cell  lines, without taking  into 
account the effect  in a whole organism.  In vivo studies have been performed as well, 
mostly carried out in mice and rats, but the difficulty of these experiments, added to the 
low  bioavailability  and  complexity  of  polyphenols,  resulted  in  unclear  findings. 
Nowadays, the use of simple organisms such as the yeast S. cerevisiae and the worm C. 
elegans is becoming more frequent to study protective effects of food compounds with 
















































The  cocoa  powder marketed  as  CocoanOX was  supplied  by Natraceutical Group 
(Valencia, Spain). This product has high polyphenol content (12 % w/w) and is produced 


































at  280  nm  and  at  360  nm  by  emission  of  fluorescence  after  excitation  at  278  nm. 
Standards  of  procyanidins  B1  and  B2  (Extrasynthèse, Genay,  France),  theobromine, 




































the  Folin‐Ciocalteu  method  described  by  Singleton  &  Rossi  (1965)  with  some 
modifications. Briefly, 50 µL of sample and 500 µL of aqueous sodium carbonate solution 














free  radical  2,2‐diphenyl‐1‐picrylhydrazyl  (DPPH).  This  blue‐purple  radical  becomes 













where  A0  is  the  absorbance  value  of  the  blank  and  A1  is  the  absorbance  value  of 
samples, both checked after 30 min. A calibration curve of epicatechin was prepared 
with  concentrations  ranging  from  5  to  50 mg/L  (R2=  0.9986)  and  the  results  of  the 






quantified  spectrophotometrically,  indicates  the antioxidant  capacity of a  compound 
which  is  compared  to  the  potency  of  the  synthetic  vitamin  E  derivative  Trolox 
(Calbiochem, Merck, Darmstadt, Germany), used as  reference  substance. The  radical 
solution was prepared the day before use by mixing equal volumes of an 2,2´‐azinobis‐
(3‐ethylbenzthiazolin)‐6‐sulfonic  acid  (ABTS)  solution  (14  mM)  and  an  4.9  mM 
ammoniumperoxodisulfate  (APS)  solution  (4.9 mM)  and  stored  in  the  dark  at  room 
temperature.  The  absorption  of  this  solution  (1.4  at  a wavelength  of  734  nm) was 
adjusted by dilution with 70 % (v/v) ethanol. Trolox, fractions and pure compounds were 
measured  in a concentration range  from 0  to 25 μM by mixing 500 μL of  the radical 
solution with  500  μL  of  the  test  solution  (in  70 %  ethanol).  The  cocoa  extract was 
standardised to the epicatechin content and measured in a concentration range from 0 
















S.  cerevisiae  strains  used  in  this work were  the wild  type  strain BY4741  (MATa; 
his3Δ1;  leu2Δ0;  met15Δ0;  ura3Δ0)  and  18  haploid  deletion  mutants  strains  in  the 
BY4741 background (Table 5) generated by the Saccharomyces Genome Deletion Project 































overnight with  shaking. These cultures were diluted  in  fresh  liquid YPD medium and 











medium  for 18 h at 28 ºC with shaking at 40  rpm  in a  tube  rotator. Cells were  then 
harvested by centrifugation at 2700 g, for 10 min, at 20 ºC and resuspended in 3 mL of 
phosphate‐buffered  saline  (PBS)  pH  7.4  (OD600  was  read  to  ensure  an  equal 
concentration in the next step). An aliquot of this cell suspension was diluted in PBS to 
a final volume of 3 mL to reach an OD600nm of 0.1 and preadapted incubating 30 min at 




were  then  removed by centrifugation at 2700 g,  for 10 min, at 20 ºC and cells were 



















antioxidant  ingredients  (grape  polyphenolic  extract,  cocoa  polyphenolic  extract  or 








an OD600 of 0.1  and preadapted  incubating 30 min  at 28  ºC.  To  induce  a non‐lethal 
oxidative stress, cells were incubated for 60 min at 28 ºC with H2O2 (0.5 mM and 4 mM) 
















The developed yeast‐based method was  then employed  to  study  the antioxidant 
protection  of  the  fractions  and  the  pure  compounds  (commercial  standards).  Four 
concentrations were used  for each  fraction,  in order to cover a wide range of doses, 
standardised to the main polyphenol in the fraction or, in the case of fractions without 
main  compounds,  standardised  to  the  total  polyphenol  content  (Table  6).  The  pure 
compounds were assayed at 10 mg/L. The cocoa polyphenolic extract (350 mg EE/L) was 


























































COMPOUND  Theobromine    Catechin 
Procyanidin 
B2  Caffeine  Epicatechin   
CONCENTRATION 

















cocoa  extract) were  subjected  to  oxidative  stress,  hydrogen  peroxide was  added  to 
reach a final concentration of 5 mM and cells were incubated for 90 min at 28 ºC with 









Torrado,  Cabiscol & Matallana  (2010).  Cells were  resuspended  in  150  µL  extraction 










Two‐dimensional  gel  electrophoresis  (2D‐GE)  was  carried  out  at  the  Proteomic 







For  the  polyacrylamide  gel  electrophoresis  (PAGE)  in  the  second  dimension,  the 
focused IPG strips were equilibrated for 15 min in 50 mM Tris‐HCl, pH 8.8, 6 M urea, 30 
% (v/v) glycerol, 2 % p/v sodium dodecyl sulfate (SDS), 2 % p/v dithiothreitol (DTT) and 










Differences between  conditions  (cocoa  vs no  cocoa without oxidative  stress  and 
cocoa vs no cocoa with oxidative stress) were analyzed by  image software (PD Quest 
Advanced, Biorad). Spots that displayed at least 2‐fold change in expression and which 









































7.4.5. Study  of  the  ability  of  the  cocoa  extract  to  induce  cellular  antioxidant 






mutants,  after  incubation with  or without  the  cocoa  polyphenol  extract  and  the 
presence or absence of oxidative stress induced with two H2O2 concentrations (0.5 
and 4 mM). Growth  ratios and “effect curves” were  then calculated as previously 
reported  in paragraph 7.2 of  this  section and  statistical differences  (p<0.05) were 
calculated with the Student’s t test.  
 


































p/n G4140‐90050), 600 ng of  labeled cRNA was hybridized with  the Yeast  (V2) Gene 
Expression  Microarray,  8x15K  (Agilent  p/n  G4813A‐016322)  containing  6,256+  S. 
cerevisiae  probes.  Arrays  were  scanned  in  an  Agilent  Microarray  Scanner  (Agilent 
G2565C) according to the manufacturer’s protocol and data were extracted using the 
Agilent  Feature  Extraction  Software  10.10.1.1  following  the  Agilent  protocol 





with  the Genomic  Research  Environment  (GenRE)  software. Up  and  downregulated 










Validation  of  microarray  analysis  was  carried  out  by  RT‐qPCR.  12  genes  were 
selected:  9  differentially  regulated  genes  in  the  transcriptomic  assays  (in  cultures 
treated with  cocoa  extract  against  non‐treated  cultures  at  15’  or  45’ min  of  stress 
incubation) and 3 internal standards (Table 7).  
 















out  with  the  program  Primer3Plus  (http://www.bioinformatics.nl/cgi‐
bin/primer3plus/primer3plus.cgi/) considering the following parameters: a length of 18‐
23 pb, 70‐150 amplicons, 50 % (optimum) G+C with allowable intervals of 30‐80 % and 
a  temperature  near  62  ºC  (optimum)  within  a  range  of  60‐63  ºC.  To  avoid  dimer 
formation, primers were checked with the program Gene Runner (Version 3.05) using 
the  parameter  dG  >  ‐9  kcal/mol.  Genes  ACT1,  TAF10  and  UBC6  were  used  as 
housekeepings, since their expression is constitutive. Table 8 shows the corresponding 
































































































































and  5  µL  of  LightCycler®  480  Subr  Green  I Master  2x  (Roche)) were mixed.  Three 
independent cDNAs were analyzed in duplicate. Non template controls were included 
for each gene and plate. Reaction conditions were 95 ºC  for 10 min and 40 cycles of 
amplification  at  95/60/72  ºC  for  10/10/10  sec,  respectively.  Intensity  values  of 
fluorescence were collected during the extension steps at 72 ºC. The specificity of the 
reaction was  verified  by  the  analysis  of  the  dissociation  curves.  Three  genes  (ACT1, 























Infrastructure  Programs  (P40  OD010440).  Escherichia  coli  OP50  and  streptomycin‐
resistant  E.  coli OP50‐1  strains were  obtained  from  the  same  center. Worms were 
maintained at 20 ºC on Nematode Growth Medium (NGM) plates [3 g/L NaCl, 2.5 g/L 
peptone, 17 g/L agar, 1 mL/L cholesterol 5 g/L (in ethanol), 1 mL/L MgSO4 1 M, 25 mL 
KPO4  1 M  pH  6.0  buffer]  seeded with  the  E.  coli OP50. Age  synchronisation  of  the 
nematodes  was  performed  by  hypochlorite  treatment  of  gravid  adults  for  the 
determination of the thermal stress resistance and ROS accumulation. Timed egg‐laying 




Gravid worms were  placed  in  standard NGM  plates  (control)  and  supplemented 























bovine  serum albumin  (BSA), 50 µg/mL  streptomycin and 109   OP50‐1/mL as a  food 
source in 35mm petri dishes. 6‐days old worms were then transferred into 1.5 mL M9 
stress plates containing 4 mM sodium‐arsenite, 120 μM FUDR and 109  E. coli OP50‐1/mL 















Non‐fluorescent  H2DCF‐DA  (2',7'‐  dichlorodihydrofluorescein–diacetate;  Sigma) 
crosses  cell  membranes  and  becomes  deacetylated  to  form  the  non‐fluorescent 
derivative H2DCF that is trapped inside the cell. Afterwards, H2DCF can be oxidized by 








modifications.  Briefly,  L4  larvae/young  adult  worms  incubated  with  100  μM  pure 










against  evaporation  with  a  black  tape  (Perkin  Elmer,  Wellesley,  MA,  USA).  ROS 
accumulation was induced by thermal stress at 37 ºC and fluorescence was measured at 
535  nm  (excitation  wavelength  485  nm)  every  15  min  for  12  h  in  a  fluorescence 













wells  of  a  384‐well  microtiter  plate  (Greiner  Bio‐One,  Frickenhausen,  Germany) 







MA,  USA)  to  avoid  evaporation.  The  fluorescence  intensity  was  measured  with  a 





































































were  performed  in  positive  and  negative  modes.  A  total  of  28  compounds  were 
identified  and  confirmed  by  comparison  with  the  literature  and  the  databases 
information, having into account their molecular mass and their fragmentation pattern 


























Peak number  Compound  Mr  Ion mode 
Fragmentation pattern 
MS2 (m/z)  Rt (min)  Fraction 
1  Theobromine  180  + ‐ 
138, 181, 110, 135, 137, 163 
90, 134, 164, 178, 179  2.8  2 














5  Caffeic acid  180  ‐  91, 107, 134, 135  5.7  5 







8  Caffeine  194  +  110, 123, 138, 195   6.3  16 
9  p‐coumaroyl aspartic acid  279  ‐  93, 114, 119, 132, 162, 163, 216, 234, 278  6.4  16 
10  Procyanidin B2  578  +  127, 139, 163, 165, 233, 247, 271, 275, 287, 289, 291, 299, 301, 409, 411, 421, 427, 439, 579   6.5 
 
14 
11  Procyanidin trimer  886  +  139, 271, 287, 289, 291, 407, 425, 535, 559, 577, 579, 697, 699, 715, 867  6.7  16 
12  Procyanidin A pentoside  708  +  271, 287, 299, 407, 425, 431, 437, 451, 539, 557, 559, 709  6.7  16 
13  Epicatechin  290  + ‐ 
123, 139, 147, 161, 179, 207 
109, 123, 125, 187, 203, 221, 245, 247, 289  7.1  19 
14  Chlorogenic acid  354  ‐  93, 155, 182, 183, 197, 218, 353  7.2  5 





Peak number  Compound  Mr  Ion mode 
Fragmentation pattern 
MS2 (m/z)  Rt (min)  Fraction 
16  Procyanidin trimer  866  +  127, 247, 259, 271, 289, 291, 397, 407, 409, 559, 577, 579, 697, 715, 867  7.4  19 
17  Coumaric acid  164  +  119, 147, 165  7.5  14 
18  Caffeoylquinic acid  354  ‐  146, 154, 191, 199, 260, 306, 353   7.6  24 
19  Procyanidin tetramer T4  1154  +  247, 289, 425, 577, 579, 715, 741, 865, 867, 985  7.7  14 
20  Naringenin  272  +  123, 147, 189, 227, 255, 273  7.7  19 
21  Kaempferol 3‐O‐rutinoside  594  ‐  353, 473, 503, 593  7.8  24 
22  Caffeoyl 3‐hydroxy‐tyrosine (isomer)  359  ‐  135, 178, 211, 222, 290, 312, 314, 358  8.4  19 
23  p‐coumaroyl tyrosine  327  ‐ + 
99, 119, 134, 145, 206, 267 
 282, 326, 327, 147  8.9  16 
24  Quercetin 3‐O‐hexoside  464  ‐ + 
178, 271, 300, 301, 463 
303  9.3  24 
25  Procyanidin dimer  578  ‐ + 
283, 285, 430, 431, 577 
287, 433  9.4  5 
26  Quercetin‐3‐pentoside  434  ‐  255, 271, 300, 301, 433  9.5  24 
27  Procyanidin dimer  578  ‐  165, 269, 289, 367, 425, 439, 559, 577  14.5  10 








fraction  collector was programmed  to detect and keep  the biggest  chromatographic 
peaks in separated fractions and also to keep the whole volume between peaks. Finally, 
the  26  fractions  were  concentrated  after  evaporation  under  vacuum  in  a  rotatory 
evaporator and maintained at ‐20 ºC. Seven of them were selected for further studios 
(Fig. 9) based on their antioxidant capacity measured  in previous experiments with S. 









Three  different  classes  of  compounds  were  identified  in  fraction  2:  the 
methylxantine theobromine ([M+H]+ ion at m/z 181), the phenolic acid caffeoyl aspartic 
acid ([M‐H]‐ ion at m/z 294) and the flavonoid procyanidin trimer T2 ([M+H]+ ion at m/z 
578),  showing  a  fragmentation  pattern  (MS2)  similar  to  the  other  trimers  found  in 
different fractions which are described below (867, 715, 579, 577, 559, 291 and 289). 
Phenolic acids were quite abundant  in  fraction 5, since caffeic acid, an  isomer of 
caffeoyl aspartic acid and chlorogenic acid were found, showing a [M‐H]‐ spectra at m/z 
179,  294  and  353,  respectively. Moreover,  the  caffeoylated  amino  acid  caffeoyl  3‐
hydroxy‐tyrosine ([M‐H]‐ ion at m/z 358) was identified according to the characterization 
carried out by previous groups (Locatelli et al., 2013; Patras, Milev, Vrancken & Kuhnert, 
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trimer  and  procyanidin  A  pentoside).  Moreover,  hydroxicinnamic  acids  such  as  p‐
coumaroyl tyrosine ([M+H]+ m/z 326) and p‐coumaroyl aspartate ([M‐H]‐ m/z 278) were 
present in this fraction. 
With  respect  to  fraction  19,  epicatechin,  another major  cocoa  falavan‐3‐ol was 
detected, having a similar fragmentation pattern as catechin (289, 245, 203, 187, 123 










Total polyphenol content was determined  for  the cocoa extract and  the selected 
fractions  by  the  Folin‐Ciocalteu  method  (Table  10)  and  expressed  as  epicatechin 






shown  in Table 10,  fractions 2, 10, 14, 16 and 19 are  rich  in  theobromine, catechin, 











Cocoa extract  14.70 ± 1.68  ‐  ‐ 
F2  0.20 ± 0.04  Theobromine  2.14 
F5  0.27 ± 0.08  ‐  ‐ 
F10  1.09 ± 0.31  Catechin  0.92 
F14  2.39 ± 0.73  Procyanidin B2  1.57 
F16  0.39 ± 0.12  Caffeine  0.73 
F19  8.99 ± 2.23  Epicatechin  4.21 
F24  1.09 ± 0.16  ‐  ‐ 
a Results are an average of three different sample preparations ± standard deviations. Duplicate analyses 







The  in  vitro  radical  scavenging  properties  of  the  principal  flavonoids  and 
methylxanthines  in  cocoa  (pure  compounds)  as  well  as  the  cocoa  extract  were 
determined. Ascorbic acid and a commercial red grape powder were also analyzed. A 




















methodology.  The  same  volume  of  each  fraction  was  assayed.  The  epicatechin‐
containing  fraction  (F19)  resulted  the most  significant  antioxidant  sample  (Fig.  11), 
showing a DPPH inhibition equivalent to 6.54 ± 0.37 g EE/L, followed by F14 (2.51 ± 0.65 
g  EE/L),  rich  in procyanidin B2, which was  also  statistically different  from  the other 
fractions. The catechin‐rich fraction (F10) showed a very weak antioxidant activity (0.76 





































































































were  consequently  selected  for  further  studies:  F16  and  F19;  as  well  as  the  pure 
compounds mainly  found  in  those  fractions:  caffeine  and  epicatechin  at  the  same 


























Figure 13. Antioxidant effects of cocoa extract  (as epicatechin concentration  in  the extract), 
cocoa  fractions  F16  (0  to  25 µM of  caffeine)  and  F19  (0  to  25 µM of  epicatechin)  and  the 




Results  showed  a  potent  and  very  similar  antioxidant  capacity  of  F19  and 
epicatechin, being  in both cases bigger  than  the activity of  the  reference compound 


















































































Growth  ratio  curves  were  constructed  to  establish  the  most  suitable  oxidant 

























































oxidant.  The  arrows  indicate  the  concentrations  of  each  oxidant  chosen  to  carry  out  the 
following experiments. 
 
2.1.2. Assay  to  test  the  ability of  food  ingredients  to promote  an  antioxidant 
response in S. cerevisiae 
To assay  the ability of  food  ingredients  to promote an antioxidant  response  in S. 
cerevisiae, overnight cultures were pre‐incubated  in the presence or absence of each 
ingredient.  Subsequently,  the  cells  were  washed  to  minimize  extracellular  residual 









corresponding  to  the  cultures  unexposed  to  oxidative  stress were  indistinguishable 
regardless  of  the  pre‐incubation with  or without  ingredients  (data  not  shown).  To 
evaluate  whether  the  ingredients  exerted  protective  antioxidant  activity,  we 
constructed  the  ‘effect curves’ by dividing  the growth  ratio curve of  the culture pre‐
incubated with the ingredient by the growth ratio of the culture pre‐incubated without 
it, both at the same oxidant dose. The effect curve exceeded 1 when the pre‐incubation 
with  the  ingredient  led  to cellular antioxidant protection but  it was below 1 when  it 
exerted a pro‐oxidant effect in the yeast cells.  











Treatment  of  yeast  cells with  the  red  grape  extract  provided  protection  against 
stress  induced with 0.5 mM H2O2 at all concentrations tested (Fig. 16.E). When stress 













































180  (), 260  ()  and 370  () mg  EE/L. Mean  values ±  standard deviation  among  trials  are 








A previous work described  that  the gene encoding  for  the Hst3p protein  (sirtuin 
belonging  to  the  Sir2  family of NAD+ dependent deacetylases) was overexpressed 4 
times due to the incubation with a cocoa powder in the S. cerevisiae BY4741 strain while 
the hst3Δ knockout mutant  strain  lacked  that antioxidant  response  (Martorell et al., 
2011). In the present work, the hst3Δ mutant strain was used to conduct assays in the 
presence  and  absence  of  the  ingredients,  and  with  both  H2O2  and  menadione  as 
oxidants. One concentration of each ingredient was selected based on the effects shown 

























incubation  of  the wild‐type with  both  ingredients  and  the  positive  control  led  to  a 
significant  antioxidant  response whilst  no  effect was  shown  in  the  hst3Δ  strain  pre‐
incubated with the cocoa and grape extracts. The pre‐incubation of the mutant strain 
with ascorbate showed a significant antioxidant effect both at 0.5 and 2 mM menadione 




























having  in  their  composition  one  of  the  main  compounds  of  cocoa  (theobromine, 
caffeine, catechin, epicatechin or procyanidin B2) and two fractions without any major 
cocoa compound but showing interesting results in the first yeast screening. All of them 









smaller  concentrations  given  its  high  antioxidant  effect  previously  found  (data  not 
shown). Otherwise,  the pure compound catechin  (10 mg/L) did not protect  the cells 
against oxidative stress. In the case of F14 (Fig. 20.B), when hydrogen peroxide was used 






























containing  fraction  (F14)  at  5,  10,  50,  100  mg  procyanidin  B2/L  and  the  pure  compound 
procyanidin  B2  at  10  mg/L;  C)  Epicatechin‐containing  fraction  (F19)  at  5,  10,  50,  100  mg 
epicatechin/L  and  the pure  compound epicatechin  at 10 mg/L.  Error bars  indicate  standard 
deviation  among  trials.  Different  letters  indicate  statistical  significance  (p<0.05)  among 
conditions. Experiments were carried out at least in triplicate  
 
Methylxantine‐rich  fractions F2  (mainly containing  theobromine) and F16  (rich  in 
caffeine) were not able to protect the yeast against the oxidative stress at any of the 
assayed concentrations, although the pure compound caffeine itself showed significant 

































































1703  Ilv1  Threonine dehydratase, mitochondrial  P00927  64076  8.67  96  18  38  0  + 2.40 
2601  Cit1  Citrate synthase, mitochondrial  P00890  53384  8.23  78  15  31  1  + 2.56 
2707  Cdc19  Pyruvate kinase 1  P00549  54909  7.56  258  32  59  4  ‐ 2.22 










P06168  44512  9.1  129  17  43  2  ‐ 4.90 
3502  Pgk1  Phosphoglycerate kinase  P00560  44768  7.11  273  23  53  4  ‐ 2.85 
3808  Trp5  Tryptophan synthase  P00931  76977  6.05  82  24  38  1  + 2.26 







P05694  85978  6.07  115  31  41  1  ‐ 2.03 
4405  Yhb1  Flavohemoprotein  P39676  44846  5.86  165  17  57  2  ‐ 2.34 
5401  Eft1  Elongation factor 2  P32324  93686  5.92  73  20  20  2  ‐ 2.08 
6501  Eno2  Enolase 2  P00925  46942  5.67  131  11  29  2  ‐ 3.89 
6702  Frs2   Phenylalanine‐‐tRNA ligase alpha subunit  P15625  57532  5.53  62  8  16  1  ‐ 3.86 







The web‐based  tool  FunSpec was  used  for  the  statistical  evaluation  (p<0.01)  using  the GO 
biological process clustering. 
GOID  Functional category  p‐value Genes nº genes  % genes
GO:0006096  glycolysis   1.251e‐07 CDC19, PGK1, TDH3 
ENO2 
4  28.6
GO:0006094  gluconeogenesis   3.686e‐06 PGK1, TDH3, ENO2 3  21.4
GO:0008652  cellular amino acid biosynthetic 
process  
2.062e‐05 ILV1, MET6, TRP5, ILV5  4  28.6
GO:0009082  branched chain family amino acid 
biosynthetic process  
0.000234 ILV1, ILV5 2  14.3
GO:0046356  acetyl‐CoA catabolic process  0.001817 CIT1 1  7.1
GO:0015671  oxygen transport   0.003632 YHB1 1  7.1
GO:0006568  tryptophan metabolic process  0.005443 TRP5 1  7.1
GO:0006101  citrate metabolic process   0.005443 CIT1 1  7.1
GO:0009097  isoleucine biosynthetic process  0.005443 ILV1 1  7.1





0.007251 TDH3 1  7.1
GO:0006567  threonine catabolic process   0.007251 ILV1 1  7.1
GO:0009636  response to toxin   0.009057 YHB1 1  7.1




When  oxidative  stress  (5 mM  H2O2) was  added  to  the  cultures  after  the  cocoa 
treatment,  the  results of  the comparative analysis displayed 44  significantly different 
proteins  (p<0.05)  from  the  cultures  without  cocoa  treatment.  6  proteins  were  up‐
regulated and 38 were down‐regulated in the presence of the cocoa extract after being 


























0905  Cdc48  Cell division control protein 48  P25694  92167  4.82 382  38  44  5  + 5.38 
1108  Tif1  ATP‐dependent RNA helicase eIF4A  P10081  44840  5.02 121  12  26  2  ‐ 2.44 
1109  Imh1  Golgin IMH1  Q06704  105333 5.52 64  34  36  1  ‐ 3.28 





Q12032  21215  9.6  56  1  39  1  ‐ 2.11 
2002  Bmh2  Protein BMH2  P34730  31099  4.82 136  11  36  3  ‐ 4.76 
2612  Pro2  Gamma‐glutamyl phosphate reductase  P54885  49881  5.37 125  16  46  3  + 2.91 
3107  Hom6  Homoserine dehydrogenase  P31116  38478  6.86 421  19  35  5  ‐ 4.59 
3510  Eft1  Elongation factor 2  P32324  93686  5.92 130  24  25  4  ‐ 10.91 
3605  Gdh1  NADP‐specific glutamate dehydrogenase 1  P07262  49881  5.56 142  17  38  2  ‐ 7.47 
4606  Spp1  COMPASS component SPP1  Q03012  42468  6.35 61  15  38  0  + 2.48 
4805  DPP3  Probable dipeptidyl peptidase 3  Q08225  80745  5.86 89  24  35  1  + 2.87 
5411  Aro8  Aromatic/aminoadipate aminotransferase 1  P53090  56371  5.68 181  9  14  2  ‐ 4.77 
6205  Prb1  Cerevisin  P09232  69807  5.94 57  8  9  1  ‐ 16.38 
6302  Pgk1  Phosphoglycerate kinase  P00560  44768  7.11 89  13  37  2  + 3.71 





P05694  85978  6.07 79  23  34  1  ‐ 2.98 
7704  Tkl1  Transketolase 1  P23254  73874  6.51 400  27  35  5  + 9.83 
8308  Cdc19  Pyruvate kinase 1  P00549  54909  7.56 352  23  40  5  ‐ 15.63 








The  functional  classification of  the  identified proteins  (up‐ and down‐  regulated) 
showed  14  different  functional  groups  (Table  14),  being  the  cellular  amino  acid 
biosynthetic process (16.7 %), the metabolic process (27.8 %) and the translation (22.2 







Table  14.  Functional  classification  of  the  differentially  expressed  proteins  after  hydrogen 
peroxide treatment in the yeast culture pre‐incubated with cocoa extract compared to the yeast 
culture non pre‐incubated with  it.  The web‐based  tool  FunSpec was used  for  the  statistical 
evaluation (p<0.01) using the GO biological process clustering. 
GOID  Functional category  p‐value Genes nº genes  % genes
GO:0006414  translational elongation   0.00157 TEF4, EFT1  2  11.1
GO:0008652  cellular amino acid biosynthetic 
process  
0.002201 MET6, HOM6, PRO2   3  16.7
GO:0006096  glycolysis   0.002544 CDC19, PGK1  2  11.1
GO:0006520  cellular amino acid metabolic process  0.003115 HOM6, GDH1  2  11.1
GO:0009086  methionine biosynthetic process  0.003115 MET6, HOM6  2  11.1





0.005445 ARO8  1  5.5
GO:0046470  phosphatidylcholine metabolic 
process  
0.005445 SEC14  1  5.5
GO:0009090  homoserine biosynthetic process  0.008157 HOM6  1  5.5




0.008157 BMH2  1  5.5
GO:0072671  mitochondria‐associated protein 
catabolic process  




0.008157 SEC14  1  5.5




2.3.2. Study of  the ability of  the cocoa extract  to  induce a cellular antioxidant 
response  in  deletant  strains  for  genes  potentially  involved  in  the  S. 
cerevisiae response mediated by the cocoa extract. 
Among  the  29  identified  proteins,  17  of  them  were  selected  based  on  their 
significant  functional  classification  or  because  they  are  described  as  involved  in  the 
stress defense. Ssb2 (Stress‐Seventy Subfamily B), a heat shock protein member of the 
HPS70 family, was up‐regulated after the cocoa treatment but not significantly grouped 
in any  functional category. After  the cocoa  treatment and oxidative stress  induction, 
Spp1, belonging to a complex which methylates histone H3 on lysine 4 and is required 










interesting  for  further  studies. Otherwise, deletion mutants  for  genes CDC19, PGK1, 
CDC48, ENO2, ILV5 and SEC14 are not viable and therefore they were not available so 
they were excluded from the confirmation experiments.  











a  statistically  significant  resistance  (p<0.05)  against  the  induced  oxidative  stress 
compared to the wild‐type (data not shown).  
The  results  of  the  assays  with  mutants  showed  12  proteins  which  could  be 





significant  improved  growth  at  any  of  the  H2O2  concentrations  tested,  after  being 
incubated in the presence of the cocoa extract (Fig. 22). Although SSB2 and IMH1 mutant 
strains showed a very similar behavior compared to the wild‐type strain, the antioxidant 















In PRB1, HOM6, BMH2  and  ILV1 mutants  strains  the  cocoa  extract displayed  an 
antioxidant response only at 0.5 mM H2O2, but not at 4 mM H2O2 (Fig. 23).  
 
Figure 23.  ‘Effect curves’ of PRB1  (a), HOM6  (b), BMH2  (c) and  ILV1  (d) mutant strains after 
treatment with the cocoa polyphenolic extract and oxidative stress assessed with 4 mM H2O2. 
Red  lines  indicate  the mutant strains effect curves and dashed  lines  represent  the wild‐type 








































further  analysis. Considering  these  conditions,  a  total of 272 differentially  regulated 
genes were found, 121 genes after 15 min of H2O2 incubation and 151 after 45 min.  
GenRE  software  was  used  in  order  to  classify  the  major  biological  processes 
associated to those differentially regulated genes found in the transcriptomic study. Up 
















(codifies  the  catalase A),  TSA2  (thioredoxin  peroxidase),  PRX1  (peroxiredoxin),  CCP1 
(cytochrome c peroxidase) and SRX1 (sulfiredoxin). Other stress response genes were 











of  the  transcriptional  repressor  NRG1  and  of  SED1  (which  has  a  possible  role  in 
mitochondrial genome maintenance) among the induced genes. 
Table 15. Up‐regulated genes  classified  into  the overrepresented  functional  category of  cell 
rescue, defense and virulence, after 15 and/or 45 min of hydrogen peroxide treatment. 






YDL079C  MRK1  15, 45 32.01 stress response 
YDR043C  NRG1  15, 45  32.01 stress response 32.01.04 pH stress response 












YDR533C  HSP31  15, 45 32.01 stress response 
YER095W  RAD51  15, 45 32.01 stress response 
YKL086W  SRX1  15, 45  32.01 stress response 32.01.01 oxidative stress response 






YLR350W  ORM2  15, 45 32.01 stress response 
YMR037C  MSN2  45 32.01 stress response 
YMR174C  PAI3  15 32.01 stress response 








YOR273C  TPO4  15, 45 32.07 detoxification












functional  sub‐categories  where  genes  were  significantly  grouped  glycolysis, 




A smaller number of  repressed genes were  found after  the cocoa  treatment and 
stress induction compared to the induced group. 22 genes were down‐regulated after 
15 min of H2O2  incubation and 36 genes after 45 min of treatment. Some similarities 
were  found among  the down‐regulated genes, after both  stress  incubation  times.  In 
broad terms, energy and energy‐related categories were statistically significant (p<0.05) 
after  the  GenRe  software  analysis.  However,  unlike  the  induced  groups,  the  sub‐
categories were  electron  transport  and membrane‐associated  energy  conservation, 
aerobic respiration and energy generation, among others. Protein synthesis was only 
found  to be  significant among  the  repressed genes after 45 min of H2O2  incubation, 
































RT‐qPCR  of  the  7  selected  genes  at  different  time  points  was  subsequently 
performed (Fig. 25): GRE2 and YJR096W at 15 min, HSP31, REX4, RPS17B and DOT1 at 
45 min and CPP1 at both time points. Results showed that both approaches (microarrays 

































































































all  fractions  showed  a  very  similar behavior, being  this  results not  really  conclusive. 








µM  of  caffeine  and  100  µM  of  epicatechin.  Both  of  them  conferred  a  significant 
reduction of ROS formation in heat stressed worms (Fig. 27) compared to the control. 









100  µM  of  caffeine  from  fraction  F16  did  not  exhibit  protection  against  ROS 
production  after  incubation  of worms  at  37  ºC  (Fig).  Likewise,  100  µM  of  the  pure 
compound caffeine showed analogous effect than the corresponding fraction (Fig).  
Figure 27. Influence of the cocoa extract on ROS accumulation in heat stressed C. elegans. ROS 
accumulation  was measured  by  DCF  fluorescence.  Results  are  the mean  of  at  least  three 
experiments. Error bars  indicate  standard deviation among  trials. Statistical  significance was 




















































When  the  pre‐incubation was  performed with  the  epicatechin‐rich  fraction  F19 
adjusted  to  100  µM  epicatechin,  a  feeble,  but  non‐significant  protective  effect was 









Figure 31. Protection against  thermal  stress by epicatechin and epicatechin‐rich  fraction 
(F19) adjusted to 100 µM epicatechin. The graph shows the percentage of viable nematodes. 
Results were evaluated with the Kaplan Meier survival analysis with Log Rank test (Mantel‐Cox). 















































































































































































Figure 37. Effect of  the  cocoa extract adjusted  to 100 µM epicatechin, epicatechin 100 µM and 
epicatechin‐containing fraction (F19) adjusted to 100 µM epicatechin on DAF‐16. A) Localization of 
the  transcription  factor DAF‐16 on  transgenic nematodes  (DAF‐16‐GFP,  strain  TJ356).  The  graph 
shows  the  fraction  of worms  having  nuclear  localization  of  DAF‐16  after  treatment with  cocoa 
extract, epicatechin and F19. The mean of 4 experiment and the standard deviation are represented, 







































































growing  body  of  evidence  supports  these  effects  on  cardiovascular  risk  through 





of  information  about  the  individual  compounds  responsible  for  such  beneficial 




































trolox.  Since  the  pure  compound  epicatechin  (100  µM)  caused  a  similar  radical‐
scavenging effect, it has to be suggested that the main radical‐scavenging activity of the 
epicatechin‐containing fraction was mediated by this flavonoid.  
The  procyanidin  B2‐containing  fraction  (F14)  also  showed  a  strong  radical‐
scavenging  effect  compared  to  the  other  fractions.  The  antioxidant  protective 
properties of procyanidin B2 were previously demonstrated on Caco2 cells (Rodríguez‐








caffeine.  Epidemiological  evidence  suggests  that  theobromine  and  caffeine  improve 
lung  function  and  produce  bronchodilation  in  asthma  patients.  However,  the  low 
antioxidant  capacity  of  these  alkaloids was  previously  reported  by Maleyki &  Ismail 






fraction  and  the  theobromine‐containing  fraction  showed  a weak  antioxidant  effect 
which  is mediated by minor phytochemicals  in  this  fraction. According  to  the HPLC‐
MS/MS characterization, both fractions contain procyanidins which could confer them 
the antioxidant capacity found in vitro.  












2.1. Development  of  a  yeast‐based  method  for  screening  the  ability  of  food 
ingredients to induce an antioxidant response in S. cerevisiae. 
Various methodologies  based  on  the  growth  of  S.  cerevisiae  have  been  used  to 
evaluate  the  potential protective  effect  of  food  ingredients  against  oxidative  stress. 
These methodologies include serial dilution and spotting on Petri plates (Martorell et. 
al,  2011)  or  yeast  growth monitoring  in  a multiwell  plate  (Wu  et  al.,  2011)  in  the 
presence  of  an  oxidant.  The  present  study  proposes  a  new  protocol  based  on  the 
methodology  described  by  Wu  et  al.  (2011)  for  easy  screening  of  the  antioxidant 
response by real‐time monitoring of yeast growth after oxidative stress, removing the 
oxidant and recording cell growth. Unlike other methods, in our approach, the cells grow 
in  the  absence  of  the  oxidant,  leading  to  better  control  and  reproducibility  and 
preventing  interaction  of  the  oxidants with  culture medium  components. Hydrogen 
peroxide and menadione were selected to cause oxidative stress because both are ROS 
generating compounds but have a different mode of action. H2O2 can be reduced by 













“growth  ratio”  curves  to  adjust  for  plate‐to‐plate  variation.  Subsequently,  “effect 
curves”  were  constructed  to  achieve  an  easier  visualization  of  the  effect  of  the 
ingredients and to perform statistical analysis. The protective antioxidant effect of the 
cocoa  extract  and  vitamin  C,  previously  described  by  Martorell  et  al.  (2011),  was 
confirmed (using H2O2 and menadione as oxidant agents). Furthermore, an antioxidant 
protective effect was also detected  for  the  red grape extract. This methodology also 
allowed  to  study  the  dose‐response  relationships  of  the  ingredients. Dose‐response 
curves  (Fig.  38)  were  constructed  by  considering  the  statistically  significant  effect 
detected in each of the effect curves as the highest effect value for each dose/ingredient 


























































































further  investigate  the  involvement  of  the  Hst3p  protein  in  the  cocoa‐mediated 








reported.  This  greater  resistance  of  the  hst3Δ mutant  could  explain  the  lack  of  the 







target  of  Hst3  and  Hst4  deacetylation  (Brachmann  et  al.,  1995;  Celic  et  al.,  2006). 
However the hst3Δ mutation decreases the chronological lifespan (Smith et al., 2007), 
an  effect  probably  not  related  to  the  deacetylation  of  histone H3  and  non‐histone 
targets that participate in glucose metabolism were proposed (Wierman & Smith, 2014). 
The higher resistance to oxidative stress of the hst3Δ mutant phenotype revealed in this 
work  is another clue that should be taken  into account  in efforts made to clarify the 
roles of the sirtuin Hst3 and its possible participation in the protective effect of cocoa 










2.2. Capacity  of  cocoa  fractions  to  promote  antioxidant  response  in  the  yeast 
model 
The  antioxidant  protection  of  fractions  was  analyzed  in  vivo,  using  the  model 
organisms S. cerevisiae and C. elegans. In this context, the protective effect of cocoa (as 
a whole matrix) was previously established in both models (Martorell et al., 2011). We 
demonstrate  that  fractions  containing  catechin,  epicatechin  or  procyanidin  B2 were 
significantly more  protective  than  the  others.  The  results  obtained  from  the  yeast 






green  tea  catechins are widely  studied and demonstrated, as  reviewed by Crespy & 
Williamson,  2004.  Regarding  epicatechin,  previous  works  correlated  the  beneficial 
effects  of  cocoa  powder  (antioxidant  capacity,  cardiovascular  protection)  with  the 
plasma  levels of epicatechin and  its metabolites  (Baba et al., 2000; Schroeter et al., 
2006). Moreover, Busserolles et al. (2006) carried out an in vivo approach to study the 
antioxidant activity of procyanidin‐rich plant extracts in rats, showing positive evidence 
of  procyanidins  plasma  levels.  When  pure  compounds  (commercial  standards)  of 















peroxidation  in  the  heart  tissues  of  chick  embryos  damaged  by  2,2’‐Azobis(2‐
amidinopropane)  dihydrochloride  (AAPH). No  effects were  found  after  theobromine 
treatment. 




phytochemicals, mainly  flavanols,  and  not  by  single  compounds.  Thus,  it  could  be 









antioxidant  and  stress‐protective  genes.  In  this work,  transcriptome  and  proteome 
profiles  of  S.  cerevisiae  after  cocoa  extract  treatment  and/or  induction  of  oxidative 
stress were established. A similar approach was carried out by Martorell et al. (2011). 
This group evaluated the transcriptional profile of S. cerevisiae cultured in the presence 
of  a  flavonoid‐enriched  cocoa  powder  in  order  to  define  the  metabolic  targets 
modulated by this ingredient. 
In  order  to  investigate  the  effect  of  the  cocoa  extract  on  S.  cerevisiae  at  the 
proteomic  level, 21  statistically  significant differential proteins were  identified when 
cultures where  incubated  in  the presence and absence of  cocoa polyphenols, which 
were  significantly  classified  into 14  functional  categories. The most overrepresented 
categories  were  metabolic  process,  cellular  amino  acid  biosynthetic  process  and 
glycolysis. All of them grouped 28.6 % of the analyzed proteins. Furthermore, all proteins 









generation of  reducing power  in  the  form of NADPH  (Ralser et al., 2007; Shenton & 
Grant, 2003) (see below).  
Confirmation  of  proteomic  results  was  carried  out  using  the  available  deletion 
mutants in the corresponding genes. In this context, the involvement of Ilv1, Cit1, Met6, 
Yhb1  and  Ssb2  in  the  yeast  response  against  oxidative  stress  mediated  by  cocoa 
polyphenols was  confirmed using  the yeast‐based method. According  to Zhao, et al. 
(1996),  flavohemoglobin  Yhb1  plays  a  role  in  the  oxidative  stress  response.  In  the 
present study, this protein was downregulated in the presence of the cocoa extract and 
the  deletion  mutant  did  not  show  the  antioxidant  protection  conferred  by  cocoa 
observed  in  the  wild‐type  strain.  Moreover,  this  protein  was  statistically  classified 
(p<0.01)  into  the  functional  categories  of  response  to  toxin  and  oxygen  transport. 
Although the effect of the cocoa extract was to reduce the amount of this protein in the 




cocoa  polyphenols.  Similarly  to  Yhb1,  deletion  mutants  in  these  genes  showed  a 
different phenotype from the wild type strain. Cit1 is a citrate synthase which catalyzes 
citrate formation from acetyl coenzyme A and oxaloacetate in the TCA cycle. This result 
suggests  the enhancement of  these pathway  in  the oxidative  stress  response, being 
useful to obtain reduced NADPH, which is involved in replenishing the GSH pools and in 
keeping catalase in its active form (Kuehne et al., 2015). Ssb2 was not classified in any 
functional  group  but  it  was  decided  to  include  it  in  the  confirmation  assays  as  it 
appeared to be up‐regulated after cocoa treatment and because of its involvement in 
the heat stress response, which could provide information about the cross‐adaptation 







In  order  to  obtain  information  about  how  cocoa  polyphenols  modulate  the  S. 
cerevisiae response to oxidative stress, both transcriptomic and proteomic approaches 







modifications  described  in  the  literature. Global  inhibition  of  protein  synthesis  is  a 
common  response  to  stress  conditions  to  avoid  prolonged  gene  expression  during 
potentially error‐prone situations (reviewed by Morano et al., 2012). In fact, Shenton et 
al.  (2006)  showed  that  S.  cerevisiae  exposure  to  hydrogen  peroxide  leads  to  the 









Moreover, most of  the proteins  involved  in amino acid metabolic or biosynthetic 
processes differentially regulated in the proteomic study (Aro8, Hom6, Met6 and Gdh1), 
proved to be repressed, except for Pro2. The knockout mutants in those downregulated 
proteins  showed  a  different  phenotype  from  the wild  type  strain when  they were 
pretreated  with  the  cocoa  extract  and  incubated  with  H2O2,  suggesting  their 
involvement  in  the  oxidative  stress  response  of  the  yeast  mediated  by  cocoa 









out  in 96‐well plates,  showed no protection of  the  cocoa extract  in  this  strain after 
induction of oxidative stress. This result confirms the Pro2 involvement in the oxidative 
















the  same  functional  category)  and  the  induction  of  Tkl1  (involved  in  the  pentose 
phosphate pathway) suggest the  inhibition of the glycolysis and the activation of the 
pentose phosphate pathway which  is  in agreement with  the  results aforementioned 
described in the bibliography (Ralser et al., 2007; Shenton & Grant, 2003).  
Three other proteins may be  involved  in S  .cerevisiae resistance against oxidative 
stress modulated by cocoa polyphenols. This is the case of Bmh2, which was repressed 
after cocoa and H2O2 treatments and classified into the negative regulation of ubiquitin‐
protein  ligase  activity  involved  in  mitotic  cell  cycle  category.  This  homologue  to 








































CCP1  (cytochrome  c  peroxidase)  and  SRX1  (sulfiredoxin).  These  enzymes, which  are 
known to be the first line of cell protection against oxidative damage, where not found 
in the proteomic assay, suggesting the rapid induction of these genes in response to an 








is worth mentioning,  among  the  induced  genes,  the  presence  of  the  transcriptional 























al.  (2006), who analyzed  the  response of S. cerevisiae  to oxidative stress  induced by 
H2O2. Moreover, none of the protein synthesis sub‐categories were found after 15 min 
of stress, suggesting that this cellular mechanism is not immediately executed after the 
damage.  The energy  category was  also overrepresented  among  the down‐regulated 
genes.  Unlike  the  energy  sub‐categories  grouping  the  induced  genes,  in  this  case 
electron transport, respiration and energy generation, were overrepresented, among 
others,  at  both  time  points.  Repression  of  mitochondrial  processes  involved  in 
respiration  seems  logical  since  they  represent  the major  source of  intracellular ROS. 
According to this, it could be hypothesized that during oxidative stress conditions, cells 
would stop such processes preventing extra ROS formation and they would enhance the 
fermentation process  and  alternative pathways  to obtain  carbon  sources  and  redox 
power.  
In summary, the DNA microarray technique, which covers the entire yeast genome, 
is  extremely  helpful  to  complement  the  two‐dimensional  gel  studies, which  permit 
visualization  of  post‐transcriptional modifications  but  only  of  soluble  and  abundant 
proteins (Godon et al., 1998). For this reason, differences in the results provided by both 



























flavonoid  species  (semiquione  radical).  Moreover,  flavonoids  form  complexes  with 
redox‐active  heavy metal  ions,  e.g.  Fe2+  and  Cu2+  that  are  involved  in  Fenton‐like 
reactions  (reviewed  by Wätjen  et  al.  2006).The  effects  of  polyphenols  can  also  be 
mediated by interference with signal transduction processes. It has been suggested that 
the beneficial effects of flavonoid‐rich cocoa on the endothelial function are mediated 
by  a  modulation  of  nitric  oxide  synthase  (Wang‐Polagruto  et  al.,  2006).  It  is  also 




antioxidant  protection  compared  to  the  control.  This  fraction,  which  was  neither 
protective in vitro nor in vivo, was found to contain a mixture of quercetin derivatives as 
well  as  kaempferol  3‐O‐rutinoside,  vanillic  acid  and  caffeoylquinic  acid.  However, 
fractions  containing  catechin,  epicatechin  or  procyanidin  B2 were  among  the most 
potent  active  fractions  (p<0.001),  supporting  the  results  found  in  the  yeast model. 
Unexpectedly, the theobromine‐containing fraction also proved to be an active sample 
in the nematode, despite having showed negative results in yeast experiments.  
We  further  analysed  the  in  vivo  antioxidative  potential  measured  as  ROS 
accumulation (DCF assay). The antioxidant role of cocoa extract was previously shown 









in  the nematode. However,  the  fractions  containing 100 µM epicatechin or  caffeine 
showed no antioxidant effect  in  this assay.  In  the case of  the epicatechin‐containing 
fraction, the result was not expected, since it has been shown that this flavonoid is able 
to  contribute  to  the  antioxidant  capacity  in  blood  plasma  (Terao,  1999). Moreover, 
Gonzalez‐Manzano et al. (2012) showed that epicatechin reduced the level of thermal‐
induced intracellular ROS in C. elegans, although a concentration of 200 µM was used 
by  this group. Furthermore,  the pure compounds epicatechin and caffeine  (100 µM) 
were not able to reduce the ROS accumulation in C. elegans, which was not unexpected 
since  the  cocoa  fractions  rich  in  epicatechin  and  caffeine  and  adjusted  to  those 
concentrations also exerted no significant ROS‐scavenging effects. These results suggest 
the involvement of several compounds in the protective effect of cocoa. 
The antioxidative effects detected  in  the DCF  assay are  in  line with experiments 
performed to analyse the resistance of C. elegans to oxidative stress assessed with Na‐
arsenite. Only the cocoa extract (adjusted to 100 µM epicatechin or caffeine) but not 









epicatechin  was  able  to  slightly  increase  stress  resistance  in  the  nematode.  The 
epicatechin‐containing fraction F19 showed a similar increase in stress resistance, which 
was  not  significant  (p=0.057).  We  conclude  that  epicatechin  is  a  secondary  plant 
compound which  is  responsible  for protection  against  thermal‐induced  stress  in  the 
nematode.  
Martorell  et  al.  (2011)  showed  that  the  protection  against  H2O2‐induced  stress 










this  transcription  factor.  In  line with  this  result,  the  protective  effects  of  the  cocoa 
extract were completely blocked when the experiment was performed in a DAF‐16 loss‐
of‐function nematode. The effects of  the extract on  the  accumulation of ROS or on 
resistance  against  thermal  stress  were  not  detectable  in  this  strain.  In  addition, 







several  groups.  Abbas  &  Wink  (2009)  showed  that  a  treatment  with  220  µM 
epigallocatechingallate (EGCG, 1h) resulted in a rapid nuclear translocation of DAF‐16. 
Analogous  results were  obtained  by  Bartholome,  Kampkötter,  Tanner,  Sies &  Klotz 
(2010), demonstrating that treatment with 100 µM EGCG (48 h) increased the amount 
of  nematodes  showing  nuclear  localization  of  DAF‐16  in  contrast  to  untreated  C. 
elegans. In this context, it was demonstrated that EGCG significantly up‐regulates SOD‐
















increased  phosphorylation  of  the  transcription  factor DAF‐16  and  therefore  a more 
cytosolic  localization.  If  the  kinase  cascade  is  inhibited,  DAF‐16  phosphorylation  is 
reduced and the transcription factor is able to translocate into the nucleus and regulate 
the expression of target genes.  
In  humans,  the  effects  of  cocoa/cocoa  products  on  insulin  signalling  are 
controversially  discussed.  Grassi  et  al.  (2005)  reported  that  dark  chocolate  (88 mg 
flavanols/day,  15  days)  decreased  blood  pressure,  serum  LDL  cholesterol  and 
ameliorated  insulin  sensitivity  in  patients with  essential  hypertension. On  the  other 
hand, Stote et al. (2012) reported that short‐term intake (5 days) of cocoa flavanols did 
not  improve  glucose  metabolism.  No  significant  changes  in  glucose  or  insulin 









high  levels  of  polyphenols,  which  have  been  described  as  bioactive  compounds. 
However, most of the studies are carried out with complex food matrices, which are a 
vast  mixture  of  these  phytochemicals,  making  it  difficult  to  identify  the  individual 











isolated and well defined  fractions to  induce antioxidant response  in both organisms 
was finally determined. 
In  order  to  screen  the  ability  of  a wide  range  of  food  ingredients  to  induce  an 
antioxidant response in S. cerevisiae, a multiwell assay was developed. The antioxidant 
protective effect of cocoa polyphenols, previously described by Martorell et al. (2011), 
was  confirmed.  Moreover,  the  antioxidant  protection  of  cocoa  fractions  was  also 
analyzed  by  this  assay.  Fractions  containing  catechin,  epicatechin  or  procyanidin B2 
were  significantly more protective  than  the other ones, which did not  show positive 
effects in the yeast model. Previous works have correlated the protective effect of cocoa 
samples with plasma  levels of  flavan‐3‐ols  (Baba et al., 2000; Schroeter et al., 2006). 
However, when pure  compounds were  tested, none of  them protected S.  cerevisiae 
against oxidative stress, suggesting the involvement of minor compounds or the synergy 
of various compounds in the antioxidant response modulated by cocoa fractions.  
Taking  into  account  the  protective  effect  of  cocoa  extract,  proteomic  and 
transcriptomic approaches were employed in order to identify the mechanisms of action 
and molecular pathways involved in such effect. Genes and proteins potentially involved 
in  the  enhanced  resistance  of  S.  cerevisiae  to  oxidative  stress  mediated  by  cocoa 
polyphenols were identified. For the first time, proteome and transcriptome profiles of 
S. cerevisiae after cocoa treatment and induction of oxidative stress were established. A 









to oxidative  stress  (Morano et al., 2012).  In  this work, a global  reduction of protein 









Proline  has  been  previously  described  as  stress  protectant.  As  reviewed  by  Liang, 
Dickman &  Becker  (2014),  this  amino  acid  could  decrease  stress  conditions  by  two 
general  strategies.  The  first  one  is  the  up‐regulation  of  proline  biosynthesis  and  its 
accumulation  in  the organism, working as an osmolyte, a chemical chaperone and a 
direct scavenger of ROS. The second one consists of linking to other metabolic pathways 
to  help  maintain  cellular  energy  and  NADP+/NADPH  balance,  activating  signalling 
pathways that promote cell survival, and contributing to other pathways such as the TCA 
cycle  and  GSH  biosynthesis.  Furthermore,  the  TCA  cycle,  with  the  subsequent 
generation  of  NADH,  seems  to  also  be  enhanced  by  cocoa  extract  as  a  protective 
mechanism against oxidative stress. This is because several related proteins and genes 
(such  as  CIT1)  were  up‐regulated  as  well  and  their  mutants  showed  a  different 
protection phenotype than the wild type. In addition, the common antioxidant defenses 
(such  as  catalases  and  peroxidases) were  activated  by  the  cocoa  extract  as  a  quick 
response against oxidative damage. 
Sirtuins  are  a  conserved  family  of  nicotinamide  adenine  dinucleotide  (NAD+)‐




















A  lack  of  antioxidant  protection  in  the  mutant  strain  was  observed,  as  previously 















cocoa  caused  a  prolongation  of  the  life  span  in  this model  organism  as well  as  an 






epicatechin,  catechin  and  procyanidin  B2  were  significantly  (p<0.001)  protective, 
according  to  the  results  found  in  the  yeast model.  Further  experiments were  then 










was  able  to  clearly  enhance  the  resistance  of  the  nematodes.  The  pure  compound 
epicatechin  was,  in  this  case,  slightly  protective,  suggesting  its  involvement  in  the 
protection against thermal‐induced stress in the worm. 





leads  to  enhanced  longevity,  fat  storage  and  stress  resistance  (Yen,  Narasimhan & 
Tissenbaum,  2011).  In  this  context, Martorell  et  al.  (2011)  showed  that  protection 




extract  on  the  accumulation  of  ROS  nor  on  resistance  against  thermal  stress were 
detected in this strain. Taking these results together, the DAF‐16 transcription factor is 
not  only  directly modulated  by  the  cocoa  extract  but,  according  to Martorell  et  al. 
(2011), also essential  for  its protective effects,  suggesting a  role of  this evolutionary 
conserved insulin/insulin like growth factor signalling pathway which might be relevant 
in  cocoa‐induced  health  benefits  in  other  species,  too.  In  addition,  the  enhanced 
thermal‐stress  resistance  of  the wild‐type  strain mediated  by  epicatechin was  also 


































1. A  multiwell  yeast‐based  methodology  has  been  developed  to  evaluate  the 
capacity of polyphenolic plant  (cocoa and red grape) extracts  for  inducing the 
cellular antioxidant response using H2O2 or menadione as the causal agents of 
oxidative stress. The methodology can be extended to analyze extracts prepared 












to  that  exerted  by  the  pure  compounds  at  the  same  concentrations.  This 
suggests  the  participation  of  other  minor  compounds  in  induction  of  the 
response. 
4. Proteomic  and  transcriptomic  studies of  the  yeast  response  to  cocoa extract 
exposure  and  oxidative  stress  suggests  that  a modification  of  carbohydrate 
metabolism  occurs  through  repression  of  glycolysis  and  up‐regulation  of  the 
pentose  phosphate  pathway  thus  providing  greater  redox  power.  Rapid 
induction  of  some  common  antioxidant  enzymes  such  as  catalases  and 
peroxidases has also been observed. Experiments with mutant strains deleted 
for genes identified by the proteomic study indicated that the Pro2, Gdh1, Ssb2, 
Yhb1,  Imh1,  Aro8,  Prb1,  Hom6,  Bmh2,  Ilv1, Met6  and  Cit1  proteins may  be 
involved in the antioxidant response mediated by cocoa extract. 












6. It has been demonstrated  that expression of  the  transcription  factor DAF‐16 
(insulin/insulin‐like  growth  factor)  in  C.  elegans  is  modulated  by  the  cocoa 




stress  protection  in  C.  elegans.  Since  the  insulin  signaling  pathway  is 
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Gene  statistic  adj, p‐value Gene statistic adj, p‐value 
YIL057C  26,2829  5,24E‐05 YIL057C 26,1652 5,27E‐05 
YBR230C  22,8137  5,24E‐05 YBR230C 22,5816 5,31E‐05 
YOR348C  22,2818  5,24E‐05 YDR039C 22,0860 5,31E‐05 
YDR039C  22,0671  5,24E‐05 YDR256C 21,4192 5,31E‐05 
YDR256C  21,1408  5,69E‐05 YOR388C 21,3439 5,31E‐05 
YOR388C  20,1987  5,69E‐05 YOR348C 20,3573 6,05E‐05 
YDR536W  20,1679  5,69E‐05 YNL195C 19,6554 6,37E‐05 
YNL195C  20,1662  5,69E‐05 YOL151W 18,9580 6,45E‐05 
YBR116C  19,6889  5,77E‐05 YKR076W 18,6973 6,45E‐05 
YOL084W  19,5854  5,77E‐05 YOL084W 18,6147 6,45E‐05 
YHR096C  19,3435  5,77E‐05 YIL136W 18,4419 6,45E‐05 
YIL136W  19,1767  5,77E‐05 YDR536W 18,2839 6,45E‐05 
YOL151W  18,6470  6,31E‐05 YDR453C 18,2651 6,45E‐05 
YCR010C  18,4721  6,42E‐05 TC21215 18,1372 6,45E‐05 
YMR206W  17,7203  7,98E‐05 YBR116C 18,0830 6,45E‐05 
YKR076W  17,1036  9,15E‐05 YHR096C 18,0630 6,45E‐05 
YKL086W  16,9146  9,56E‐05 YMR206W 17,8414 6,72E‐05 
TC21215  16,8289  9,58E‐05 YKL086W 17,7175 6,72E‐05 
YDR043C  16,7270  9,67E‐05 YCR010C 17,6910 6,72E‐05 
YDR453C  16,5181  1,00E‐04 YKL217W 16,1368 1,11E‐04 
YBR298C  16,4258  1,00E‐04 YBR298C 16,1173 1,11E‐04 
YLR142W  16,1941  1,08E‐04 YKR066C 15,9061 1,13E‐04 
YKL217W  16,0364  1,12E‐04 YDR018C 15,7219 1,18E‐04 
YIL160C  15,5653  1,35E‐04 YDR043C 15,6914 1,18E‐04 
YER065C  15,2368  1,52E‐04 YLR142W 15,4337 1,21E‐04 
YHR160C  15,0639  1,61E‐04 YIL160C 15,4211 1,21E‐04 
YDL204W  14,6585  1,90E‐04 YOL048C 15,0143 1,43E‐04 
YOR161C  14,5462  1,96E‐04 YHR160C 14,8531 1,50E‐04 
YDR018C  14,4564  1,97E‐04 YPL171C 14,8209 1,50E‐04 
YPL171C  14,3913  1,97E‐04 YOR226C 14,5845 1,62E‐04 
YOL048C  14,3850  1,97E‐04 YER015W 14,5635 1,62E‐04 
YPL186C  14,3187  1,99E‐04 YMR191W 14,4270 1,70E‐04 
YMR085W  14,2554  2,01E‐04 YOR161C 14,2867 1,73E‐04 
YDR040C  14,2128  2,01E‐04 YDR040C 14,2557 1,73E‐04 
YGL035C  14,1568  2,01E‐04 YGL035C 14,2104 1,73E‐04 
YER015W  14,1218  2,01E‐04 YER065C 14,1976 1,73E‐04 





YEL070W  13,9424  2,12E‐04 YDL085W 13,8823 1,95E‐04 
YLL020C  13,7676  2,27E‐04 YDL204W 13,7648 1,98E‐04 
YPL111W  13,7167  2,28E‐04 YLL061W 13,7483 1,98E‐04 
YMR191W  13,5888  2,36E‐04 YPL004C 13,6720 2,00E‐04 
YLL061W  13,5802  2,36E‐04 YMR085W 13,6181 2,02E‐04 
YPL230W  13,5465  2,36E‐04 YLL020C 13,5837 2,02E‐04 
YBL043W  13,4955  2,38E‐04 YDR533C 13,4539 2,10E‐04 
YKR066C  13,4202  2,39E‐04 YPL247C 13,4007 2,12E‐04 
YMR280C  13,4056  2,39E‐04 YMR280C 13,3706 2,12E‐04 
YDL169C  13,3896  2,39E‐04 YPL111W 13,3451 2,12E‐04 
YER053C‐A  13,2135  2,58E‐04 YHR002W 13,3038 2,14E‐04 
YBL086C  13,0870  2,70E‐04 YPL186C 13,2636 2,15E‐04 
YPL004C  13,0661  2,70E‐04 YOL126C 13,1794 2,20E‐04 
YOR292C  12,9924  2,72E‐04 YBL043W 13,0570 2,28E‐04 
YLR252W  12,9733  2,72E‐04 YML091C 13,0543 2,28E‐04 
YNL173C  12,9257  2,72E‐04 YNL173C 13,0285 2,28E‐04 
YPL247C  12,9123  2,72E‐04 YER053C‐A 12,9816 2,31E‐04 
YDR533C  12,8580  2,72E‐04 YLL023C 12,8093 2,50E‐04 
YHR002W  12,8534  2,72E‐04 YKL093W 12,7455 2,55E‐04 
YKL093W  12,8359  2,72E‐04 YKR009C 12,7245 2,55E‐04 
YDL214C  12,7899  2,72E‐04 YEL070W 12,6368 2,60E‐04 
YAL034C  12,7842  2,72E‐04 YML131W 12,5817 2,60E‐04 
YML131W  12,7756  2,72E‐04 YDL169C 12,5809 2,60E‐04 
YOR226C  12,6828  2,79E‐04 YLR350W 12,5668 2,60E‐04 
YIL082W‐A  12,6780  2,79E‐04 YIL082W‐A 12,5376 2,60E‐04 
YMR036C  12,6008  2,84E‐04 YDL214C 12,5340 2,60E‐04 
YDL152W  12,4892  2,95E‐04 YBL086C 12,5027 2,60E‐04 
YOL126C  12,4851  2,95E‐04 YPL230W 12,4845 2,60E‐04 
YDL079C  12,4647  2,95E‐04 YAL034C 12,4565 2,60E‐04 
YOR273C  12,4325  2,96E‐04 YER095W 12,4562 2,60E‐04 
YHR097C  12,3703  3,03E‐04 YDR178W 12,4182 2,60E‐04 
YOR374W  12,3423  3,04E‐04 YNR073C 12,4005 2,60E‐04 
YKL091C  12,2927  3,09E‐04 YHR097C 12,3980 2,60E‐04 
YGR230W  12,2406  3,15E‐04 YOR292C 12,3232 2,66E‐04 
YDL085W  12,1067  3,35E‐04 YOR273C 12,3208 2,66E‐04 
YLR164W  12,0531  3,39E‐04 YFL054C 12,2268 2,78E‐04 
YFL054C  12,0508  3,39E‐04 YLR252W 12,2075 2,78E‐04 
YPL223C  11,9232  3,49E‐04 YDR069C 12,1882 2,78E‐04 
YBR285W  11,9231  3,49E‐04 YGL205W 12,1313 2,84E‐04 
YKR009C  11,9158  3,49E‐04 YNR014W 12,0773 2,88E‐04 
YLR350W  11,8857  3,49E‐04 YDL079C 11,9005 3,09E‐04 
YNR014W  11,8826  3,49E‐04 YKL091C 11,8103 3,23E‐04 
YER095W  11,7210  3,68E‐04 YMR090W 11,7894 3,24E‐04 
YDR178W  11,6835  3,73E‐04 YJR019C 11,7560 3,27E‐04 





YGL205W  11,5421  3,93E‐04 YDR077W 11,6659 3,39E‐04 
YNL042W  11,4515  4,11E‐04 YMR036C 11,5610 3,50E‐04 
YLR328W  11,3587  4,30E‐04 YNL007C 11,4829 3,62E‐04 
YML091C  11,3472  4,30E‐04 YLR328W 11,4134 3,71E‐04 
YNL036W  11,2779  4,44E‐04 YER039C 11,3806 3,75E‐04 
YER054C  11,1984  4,58E‐04 YBL064C 11,3426 3,80E‐04 
YDR114C  11,1700  4,61E‐04 YOR374W 11,3249 3,81E‐04 
YOR052C  11,1557  4,61E‐04 YPL135W 11,2987 3,84E‐04 
YDL110C  11,1283  4,62E‐04 YER035W 11,2729 3,87E‐04 
YNR073C  11,1231  4,62E‐04 YCR075C 11,2530 3,89E‐04 
YLR284C  11,0606  4,72E‐04 YLR284C 11,2164 3,92E‐04 
YMR174C  11,0479  4,72E‐04 YNL125C 11,2131 3,92E‐04 
YER039C  11,0313  4,72E‐04 YPL223C 11,1208 4,08E‐04 
YMR090W  10,9881  4,74E‐04 YGR230W 11,0270 4,29E‐04 
YBR050C  10,9862  4,74E‐04 YJL185C 11,0044 4,32E‐04 
YJR096W  10,9674  4,75E‐04 YGR256W 10,9246 4,49E‐04 
YOR252W  ‐11,0051  4,74E‐04 YLR164W 10,9167 4,49E‐04 
YER137C  ‐11,0564  4,72E‐04 YKR049C 10,8903 4,50E‐04 
YDL130W  ‐11,2103  4,58E‐04 YOR049C 10,8901 4,50E‐04 
YOL080C  ‐11,6083  3,82E‐04 YOL147C 10,8602 4,51E‐04 
YML060W  ‐11,7263  3,68E‐04 YER054C 10,8545 4,51E‐04 
YOR314W‐A  ‐11,7580  3,68E‐04 YMR037C 10,8518 4,51E‐04 
YER106W  ‐11,7853  3,66E‐04 YOR052C 10,8018 4,61E‐04 
YDR526C  ‐11,9197  3,49E‐04 YJL082W 10,7453 4,68E‐04 
Q0070  ‐12,6204  2,84E‐04 YIL077C 10,7363 4,68E‐04 
Q0045  ‐16,4988  1,00E‐04 YLR108C 10,7011 4,75E‐04 
Q0140  ‐17,2567  8,91E‐05 YDR472W 10,6623 4,84E‐04 
Q0105  ‐17,4523  8,54E‐05 YNL036W 10,6456 4,86E‐04 
Q0075  ‐18,3777  6,42E‐05 YGR046W 10,6250 4,89E‐04 
Q0080  ‐19,0109  5,77E‐05 YNL042W 10,6028 4,89E‐04 
Q0297  ‐19,1327  5,77E‐05 YPL113C 10,5975 4,89E‐04 
YNL259C  ‐19,7128  5,77E‐05 YHL032C 10,5459 4,97E‐04 
Q0250  ‐20,6719  5,69E‐05 YOR252W ‐10,5814 4,89E‐04 
Q0055  ‐21,5432  5,53E‐05 YPL090C ‐10,5825 4,89E‐04 
Q0050  ‐23,2737  5,24E‐05 YDR447C ‐10,7786 4,62E‐04 
Q0275  ‐23,4360  5,24E‐05 YML063W ‐10,7955 4,61E‐04 
Q0085  ‐25,0407  5,24E‐05 YOL080C ‐11,1315 4,08E‐04 
Q0130  ‐30,2608  4,37E‐05 YDL130W ‐11,4587 3,64E‐04 
    YDR058C ‐11,5539 3,50E‐04 
    YBL029W ‐11,5793 3,50E‐04 
    YLR062C ‐11,5866 3,50E‐04 
    YDR440W ‐11,9480 3,04E‐04 
    YLR198C ‐11,9870 3,00E‐04 
    YML060W ‐12,0724 2,88E‐04 





    YAR053W ‐13,1681 2,20E‐04 
    YFL012W‐A ‐13,5430 2,03E‐04 
    YLL046C ‐13,6707 2,00E‐04 
    YJL120W ‐13,7560 1,98E‐04 
    YLL030C ‐13,9166 1,95E‐04 
    YBL108W ‐15,4772 1,21E‐04 
    YER137C ‐15,5065 1,21E‐04 
    YOR314W‐A ‐15,9105 1,13E‐04 
    Q0045 ‐16,0170 1,13E‐04 
    YER106W ‐16,9873 8,15E‐05 
    Q0105 ‐17,0257 8,15E‐05 
    YDR526C ‐17,5149 6,99E‐05 
    Q0075 ‐18,5722 6,45E‐05 
    YNL259C ‐18,9990 6,45E‐05 
    Q0080 ‐19,3739 6,45E‐05 
    Q0140 ‐19,9555 6,13E‐05 
    Q0250 ‐20,1997 6,05E‐05 
    Q0297 ‐20,2852 6,05E‐05 
    Q0055 ‐21,4737 5,31E‐05 
    Q0275 ‐23,5466 5,27E‐05 
    Q0050 ‐23,8969 5,27E‐05 
    Q0085 ‐24,7528 5,27E‐05 








FUNCTIONAL CATEGORY  nº genes  % genes  Genes SET  p value 
01 METABOLISM  33  35.8 
YDL214c  YEL070w  YKR009c  YLR284c  YNR073c  YDR178w 
YDR453c YER015w YIL160c YJR096w YOL126c YOR226c YCR010c 
YER065c  YLR142w  YML131w  YMR280c  YOL151w  YOR374w 
YOR388c  YGL205w  YBR050c  YLR328w  YDR043c  YER054c 
YGL035c  YPL111w  YBL086c  YDL079c  YDR018c  YLR164w 
YMR036c YPL004c 
1,05E‐02 
01.01.03.05 metabolism of arginine  2  2.17  YPL111w YLR142w  3,89E‐02 
01.01.03.05.02 degradation of arginine  2  2.17  YPL111w  YLR142w  6,62E‐04 
01.04.04 regulation of phosphate metabolism  2  2.17  YPL004c YER054c  2,92E‐02 
01.05 C‐compound and carbohydrate 
metabolism  16  17.3 




carbohydrate metabolism  6  6.52  YCR010c YDR043c YMR280c YBR050c YER054c YGL035c  1,17E‐02 
01.06.05 fatty acid metabolism  4  4.34  YGL205w YKR009c YIL160c YLR284c  4,01E‐04 
01.20.37 metabolism of peptide derived 
compounds  1  1.08  YDR453c  4,44E‐02 
01.20.37.01 metabolism of thioredoxin, 





02.01.01 glycolysis methylglyoxal bypass  1  1.08  YOL151w  1,50E‐02 
02.04 glyoxylate cycle  2  2.17  YER065c YOL126c  7,49E‐03 





02.16.01 alcohol fermentation  2  2.17  YOR374w YDL085w  1,56E‐02 
02.25 oxidation of fatty acids  4  4.34  YKR009c YLR284c YGL205w YIL160c  5,65E‐06 
20.01 transported compounds (substrates)  17  18.4 
YDR178w  YKR066c  YDR040c  YFL054c  YBR298c  YDR536w 
YLL061w  YHR002w  YPL171c  YDR039c  YOR273c  YDL085w 
YER015w YHR096c YCR010c YKL217w YOR348c  5,59E‐03 
20.01.03 C‐compound and carbohydrate 
transport  5  5.43  YKL217w YBR298c YCR010c YHR096c YDR536w  2,42E‐03 
20.01.15 electron transport  4  4.34  YPL171c YDR178w YDL085w YKR066c  3,55E‐02 
20.03.02.02.01 proton driven symporter  1  1.08  YBR298c  4,44E‐02 
20.09.03 peroxisomal transport  2  2.17  YER015w YHR160c  3,23E‐02 
30.05.01.18 transmembrane receptor protein 
serine/threonine kinase signalling pathways  1  1.08  YDL214c  2,98E‐02 
32 CELL RESCUE, DEFENSE AND VIRULENCE  15  16.3 
YKR066c  YOR273c  YKL086w  YNL042w  YPL223c  YDR256c 
YDR533c  YLR350w  YDL079c  YDR043c  YDR453c  YER095w 
YMR174c YOL151w YPL004c  1,71E‐02 
32.01 stress response  13  14.1 
YDR453c  YER095w  YMR174c  YKL086w  YPL004c  YDR043c 
YDR533c  YDR256c  YDL079c  YLR350w  YPL223c  YKR066c 
YOL151w  1,62E‐02 
32.01.01 oxidative stress response  6  6.52  YDR256c YPL223c YDR453c YKL086w YKR066c YOL151w  1,56E‐04 
32.01.04 pH stress response  3  3.26  YPL223c YDR043c YOL151w  1,74E‐04 
32.01.05 heat shock response  3  3.26  YOL151w YPL223c YPL004c  3,10E‐03 
32.07 detoxification  5  5.43  YDR453c YOL151w YKR066c YOR273c YDR256c  3,07E‐02 
32.07.07 oxygen and radical detoxification  3  3.26  YDR453c YKR066c YDR256c  6,63E‐03 
32.07.07.01 catalase reaction  1  1.08  YDR256c  2,98E‐02 








FUNCTIONAL CATEGORY  nº genes % de genes  Genes SET  p value 
01.03.16 polynucleotide degradation  2  10  YOL080c Q0055  3,14E‐02 




7  35  Q0080 Q0275 Q0130 Q0085 Q0250 Q0105 Q0045  4,75E‐10 
02.13 respiration  8  40  Q0080 Q0085 Q0130 Q0050 Q0105 Q0275 Q0250 Q0045 5,40E‐09 
02.13.03 aerobic respiration  4  20  Q0250 Q0045 Q0105 Q0275  9,75E‐05 
02.45 energy conversion and 
regeneration  3  15  Q0080 Q0085 Q0130  3,61E‐04 
02.45.15 energy generation (e.g. ATP 
synthase)  3  15  Q0085 Q0130 Q0080  3,81E‐05 
10.01.05 DNA recombination and DNA 
repair  4  20  Q0070 Q0055 YML060w Q0050  8,03E‐03 
10.01.05.03 DNA recombination  2  10  Q0070 Q0050  3,48E‐02 
10.01.05.03.05 DNA integration  2  10  Q0070 Q0050  1,01E‐04 
10.01.09 DNA restriction or modification 3  15  Q0055 Q0050 Q0070  2,56E‐02 
10.01.09.03 DNA restriction  3  15  Q0070 Q0050 Q0055  6,41E‐06 
11.04 RNA processing  4  20  Q0055 Q0070 Q0050 YOL080c  4,92E‐02 
11.04.03 mRNA processing (splicing, 5'‐, 
3'‐end processing)  3  15  Q0050 Q0055 Q0070  2,14E‐02 





16.07 structural protein binding  2  10  Q0085 Q0130  1,40E‐02 
20 CELLULAR TRANSPORT, TRANSPORT 
FACILITIES AND TRANSPORT ROUTES  7  35  Q0250 YNL259c Q0085 Q0130 Q0045 Q0275 Q0080  3,99E‐02 
20.01 transported compounds 
(substrates)  7  35  Q0045 Q0250 Q0080 Q0275 YNL259c Q0085 Q0130  1,78E‐03 
20.01.01 ion transport  4  20  Q0130 YNL259c Q0080 Q0085  1,20E‐03 
20.01.01.01 cation transport (H+, Na+, 
K+, Ca2+ , NH4+, etc.)  4  20  Q0080 YNL259c Q0130 Q0085  5,65E‐04 
20.01.01.01.01.01 siderophore‐iron 
transport  1  5  YNL259c  3,85E‐02 
20.01.15 electron transport  6  30  Q0045 Q0275 Q0085 Q0080 Q0130 Q0250  1,71E‐07 
20.03 transport facilities  3  15  Q0085 Q0080 Q0130  2,46E‐02 
20.03.22 transport ATPases  3  15  Q0085 Q0080 Q0130  6,63E‐04 
20.09.04 mitochondrial transport  3  15  Q0085 Q0080 Q0130  4,38E‐03 
34.01 homeostasis  4  20  Q0080 Q0085 YNL259c Q0130  2,51E‐03 
34.01.01 homeostasis of cations  4  20  Q0080 Q0085 YNL259c Q0130  1,64E‐03 


















01.01.03.05 metabolism of arginine  2  1.81  YLR142w YPL111w  5,37E‐02 
01.01.03.05.02 degradation of arginine  2  1.81  YLR142w YPL111w  9,46E‐04 













02.01.01 glycolysis methylglyoxal bypass  1  0.90  YOL151w  1,79E‐02 
02.04 glyoxylate cycle  2  1.81  YER065c YOL126c  1,06E‐02 
02.16.01 alcohol fermentation  2  1.81  YOR374w YDL085w  2,19E‐02 


















transport  5  4.54  YHR096c YBR298c YCR010c YKL217w YDR536w  5,22E‐03 
20.01.07 amino acid/amino acid derivatives 
transport  3  2.72  YOR348c YLL061w YCR075c  4,63E‐02 
20.01.13 lipid/fatty acid transport  3  2.72  YOR049c YFL054c YER015w  4,38E‐02 
20.03 transport facilities  9  8.18  YCR075c YDR040c YDR536w YNL125c YFL054c YCR010c YDR039c YBR298c YOR049c  8,33E‐03 
20.03.02 carrier (electrochemical potential‐
driven transport)  2  1.81  YCR075c YBR298c  4,05E‐02 
20.09.03 peroxisomal transport  2  1.81  YER015w YHR160c  4,47E‐02 
30.05.01.18 transmembrane receptor protein 











32.01.01 oxidative stress response  8  7.27  YKL086w YKR066c YOL151w YBL064c YDR453c YDR256c YPL223c YKR049c  1,76E‐05 
32.01.04 pH stress response  3  2.72  YPL223c YOL151w YDR043c  2,95E‐04 
32.01.05 heat shock response  3  2.72  YPL004c YPL223c YOL151w  5,13E‐03 
32.07 detoxification  6  5.45  YBL064c YOR273c YOL151w YKR066c YDR256c YDR453c  1,82E‐02 
32.07.07 oxygen and radical detoxification  4  3.63  YDR453c YDR256c YBL064c YKR066c  1,08E‐03 









FUNCTIONAL CATEGORY  nº genes  % genes  genes SET  p value 
02 ENERGY  8  26.6  Q0050 Q0045 Q0085 Q0130 Q0105 Q0250 Q0275 Q0080  2,79E‐04 
02.11 electron transport and membrane‐
associated energy conservation  7  23.3  Q0080 Q0085 Q0250 Q0045 Q0275 Q0130 Q0105  1,16E‐08 
02.13 respiration  8  26.6  Q0080 Q0250 Q0045 Q0085 Q0130 Q0050 Q0105 Q0275  2,08E‐07 
02.13.03 aerobic respiration  4  13.3  Q0250 Q0045 Q0105 Q0275  4,92E‐04 
02.45 energy conversion and regeneration  3  10  Q0080 Q0085 Q0130  1,22E‐03 
02.45.15 energy generation (e.g. ATP 
synthase)  3  10  Q0085 Q0130 Q0080  1,33E‐04 
10.01.05 DNA recombination and DNA repair  4  13.3  Q0070 Q0055 YML060w Q0050  3,30E‐02 
10.01.05.03.05 DNA integration  2  6.66  Q0070 Q0050  2,29E‐04 
10.01.09 DNA restriction or modification  4  13.3  Q0050 Q0055 Q0070 YDR440w  1,52E‐02 
10.01.09.03 DNA restriction  3  10  Q0070 Q0055 Q0050  2,26E‐05 
11.04.03.01 splicing  3  10  Q0050 Q0055 Q0070  3,07E‐02 
12 PROTEIN SYNTHESIS  7  23.3  YDL130w YLL046c Q0140 YOL080c YDR447c YML063w YPL090c  7,20E‐03 
12.01 ribosome biogenesis  7  23.3  YML063w YDR447c YLL046c YDL130w YOL080c Q0140 YPL090c  5,87E‐04 
12.01.01 ribosomal proteins  5  16.6  YDL130w YDR447c Q0140 YML063w YPL090c  6,25E‐03 
16.07 structural protein binding  2  6.66  Q0130 Q0085  3,03E‐02 
20.01 transported compounds (substrates)  7  23.3  Q0250 Q0275 YNL259c Q0085 Q0130 Q0045 Q0080  2,02E‐02 
20.01.01 ion transport  4  13.3  YNL259c Q0080 Q0085 Q0130  5,62E‐03 
20.01.01.01 cation transport (H+, Na+, K+, 
Ca2+ , NH4+, etc.)  4  13.3  Q0080 YNL259c Q0130 Q0085  2,74E‐03 





20.03.22 transport ATPases  3  10  Q0130 Q0080 Q0085  2,22E‐03 
20.09.04 mitochondrial transport  3  10  Q0085 Q0130 Q0080  1,38E‐02 
34.01 homeostasis  4  13.3  Q0080 YNL259c Q0085 Q0130  1,13E‐02 
34.01.01 homeostasis of cations  4  13.3  Q0080 YNL259c Q0085 Q0130  7,54E‐03 












































































































































































efectos beneficiosos para  la  salud humana. Estas propiedades han  sido  relacionadas 
principalmente  con  su  elevado  contenido  en  polifenoles,  compuestos  antioxidantes 
presentes  en  las  plantas  para  los  que  se  han  descrito  efectos  cardioprotectores, 
antitumorales y antiinflamatorios, entre otros. Aunque los compuestos fenólicos no son 
esenciales  en  la  dieta  humana,  son  ampliamente  consumidos  debido  a  su  extensa 
presencia en el reino vegetal. Los mecanismos de acción por los cuales los polifenoles 
ejercen  sus  efectos  beneficiosos  no  están  del  todo  establecidos.  Parece  que  los 
polifenoles no  sólo  actúan  como  secuestradores de especies  reactivas de oxígeno o 
formando  complejos  con  iones  metálicos,  sino  también  modulando  rutas  de 
señalización  implicadas en un amplio rango de procesos como el envejecimiento y  la 








entre  otros,  para  el  estudio  del  efecto  protector  antioxidante  de  ingredientes 




Dado el  interés del  tema, el objetivo principal de este  trabajo ha sido estudiar  la 







1. Caracterizar  analíticamente  y  fraccionar  un  extracto  polifenólico  obtenido  a 
partir de un polvo de cacao rico en polifenoles. 
2. Evaluar  la capacidad del extracto de cacao y de  las  fracciones obtenidas para 
promover la respuesta antioxidante en la levadura S. cerevisiae e identificar los 
compuestos responsables de dicho efecto. 
3. Identificar,  mediante  ensayos  proteómicos  y  transcriptómicos,  posibles 
proteínas y genes implicados en la respuesta a estrés oxidativo de S. cerevisiae 
mediada  por  los  polifenoles  del  cacao  y  confirmar  su  posible  participación 
utilizando mutantes de deleción. 
4. Evaluar la capacidad del extracto de cacao y de las fracciones para promover la 







El  polvo  de  cacao,  comercializado  como  CocoanOX  fue  suministrado  por 
Natraceutical Group  (Valencia, España). Este producto contiene un alto contenido en 
polifenoles  (12 %  p/p)  y  se  obtiene  a  partir  de  granos  de  cacao  no  fermentados  ni 
tostados, que han sufrido un tratamiento de blanqueamiento  (Tomás‐Barberán et al., 
2007). El polvo de uva fue obtenido de SECNA, S.A. (Valencia, España). Para obtener los 
extractos  polifenólicos,  se  añadió  a  1  g  de  polvo  20 mL  de  solución  de  extracción 
(metanol:agua; 80:20; v:v). Se homogeneizó y se sonicó en un baño a 37 ºC durante 10 
minutos.  Después,  se  centrifugó  a  4000  rpm  durante  15  minutos  y  se  recogió  el 
























El  extracto  polifenólico  de  cacao  y  las  fracciones  fueron  analizadas  mediante 
cromatografía  líquida en  fase  reversa utilizando un  sistema de HPLC Dionex Summit 
equipado con un detector de fluorescencia RF 2000 y un detector de fotodiodos PDA‐
100. Se empleó una columna de Ultrabase C18 de 100 x 4.6 mm y 2.5 μm, utilizando 0.1 




y mantenido hasta  los 35 min. El cromatograma  se  registró a 280 nm y mediante  la 
emisión de fluorescencia a 360 nm tras excitación a 278 nm. Los patrones comerciales 
de  las  procianidinas  B1  y  B2  (Extrasynthèse,  Genay,  Francia),  teobromina,  cafeína, 
















15 min,  disminuyendo  a  5 %  de  B  hasta  los  25 min  y  30 %  de  B  a  los  30 min.  Las 
condiciones establecidas para el análisis por MS fueron las siguientes: Ion source gas 1 
(GC1): 50 psi; Ion source gas 2 (GC2): 50 psi; Curtain gas 1: 25 psi; temperatura: 450 ºC; 













Folin  (Folin 2N  (Sigma‐Aldrich, St. Louis, USA):agua; 50:50; v:v) y  la mezcla se agitó e 
incubó  de  nuevo  en  oscuridad  durante  30  min,  a  temperatura  ambiente. 
Posteriormente, se midió la absorbancia a 724 nm en un lector de placas (BMG Labtech 













del  radical  libre  2,2‐diphenyl‐1‐picrylhydrazyl  (DPPH).  El  ensayo  se  llevó  a  cabo 
utilizando una versión modificada del método descrito por Schinella et al. (2010). Para 
ello, 7.5 μL de muestra se añadieron a 292.5 μL de DPPH (Sigma‐Aldrich, St. Louis, USA) 
60  μM en metanol 80 %  y  la mezcla  se  incubó 30 min en oscuridad  a  temperatura 
ambiente. La absorbancia del DPPH restante se midió a 517 nm frente a un blanco en un 
lector  de  placas  (BMG  Labtech  Omega  Spectrostar).  La  actividad  secuestradora  de 









TEAC, midiendo  la  capacidad de un  compuesto para  reducir una  solución  radicalaria 
(ABTS) y comparándola con la actividad del derivado sintético de la vitamina E, Trolox 
(Calbiochem, Merck, Darmstadt, Alemania). La solución ABTS se preparó el día anterior 
a  su  uso  mezclando  volúmenes  iguales  de  una  solución  de  ácido  2,2´‐azinobis‐(3‐
ethylbenzthiazolin)‐6‐sulfónico  (ABTS)  (14  mM)  y  una  solución  de 
ammoniumperoxodisulfato  (APS)  (4.9 mM)  y  se  guardó  en oscuridad  a  temperatura 





etanol  70 %  (v/v).  Tanto  el  Trolox  como  las  fracciones  fueron  ensayadas  utilizando 
concentraciones crecientes de 0 a 25 μM mezclando 500 μL de la solución de radicales 
con  500  μL  de  la  solución  de  ensayo  (en  etanol  al  70 %).  El  extracto  de  cacao  se 
estandarizó al contenido de epicatequina y se ensayó en un rango de concentraciones 









obtenidos  del  European  Saccharomyces  cerevisiae  Archive  for  Functional  Analysis 
(EUROSCARF).  Las  cepas  fueron  cultivadas  en  medio  YPD  [(2  %  (p/v)  de  glucosa 
(Scharlab,  Barcelona,  España),  1  %  (p/v)  de  extracto  de  levadura  (Conda,  Madrid, 
España) y 2 % (p/v) de peptona (Conda, Madrid, España)] con 2 % (p/v) de agar (Scharlab, 
Barcelona, España) para placas. Se sembraron las cepas a partir de un stock de glicerol 















































este  precultivo  se  inoculó  en  3  mL  de  medio  YPD  fresco  con  los  ingredientes 
antioxidantes a ensayar (extracto de polifenoles de uva, extracto de polifenoles de cacao 
o  vitamina  C)  durante  18  h  a  28  ºC  con  agitación  a  40  rpm.  Se  ensayaron  varias 






inducir una  respuesta antioxidante  intracelular en  la  levadura. La vitamina C  (Sigma‐
Aldrich, St.  Louis, USA)  se utilizó  como  control positivo y  los  cultivos  sin  ingrediente 
antioxidante como controles negativos. Posteriormente, se centrifugaron los cultivos a 
2700 g, durante 10 min, a 20 ºC y se resuspendieron las células en 3 mL de PBS pH 7.4 
(se midió  la DO600 para asegurar  la misma  concentración en el  siguiente paso). Una 
alícuota de esta suspensión de células se diluyó en un volumen final de 3 mL de PBS para 
alcanzar una DO600 de 0.1 y se preadaptó incubando durante 30 min a 28 ºC. Para inducir 





sin  estrés  para  cada  ingrediente.  Los  agentes  oxidantes  fueron  posteriormente 
eliminados  por  centrifugación  a  2700  g,  durante  10  min,  a  20  ºC  y  las  células  se 









y  la  curva  de  crecimiento  del  mismo  cultivo  no  expuesto  a  estrés  oxidativo. 












Se  utilizó  el  método  de  crecimiento  de  S.  cerevisiae  en  placa  multipocillo 
previamente puesto a punto para el estudio de la capacidad protectora antioxidante de 
las  fracciones  del  cacao  y  los  patrones  comerciales.  Se  ensayaron  cuatro 
concentraciones de cada fracción con el objetivo de cubrir un amplio rango de dosis, 




positivo.  Los  experimentos  se  llevaron  a  cabo  por  triplicado.  Las  diferencias 




























































PURO  Teobromina    Catequina 
Procianidina 
B2  Cafeína  Epicatequina   
Concentración 






















por  Gómez‐Pastor,  Pérez‐Torrado,  Cabiscol  &  Matallana  (2010).  Las  células  se 
resuspendieron en 150 µL de tampón de extracción (8 M urea, 25 mM Tris‐HCl pH 8.0), 
una mezcla de  inhibidores de proteasas (200 mM phenylmethylsulphonyl fluorido, 20 
mM  TPcK,  200  mM  pepstatina  A)  y  0.2  g  de  perlas  de  vidrio.  A  continuación,  se 
rompieron  las células en un Fast Prep (MP Bio) a 5.0 ms‐1 durante 45 s en tres veces. 
Tras centrifugación a 16000 g durante 10 min a 4 ºC, se sonicó el sobrenadante durante 
























































añadidos  al  gel  seco  y  después  de  su  rehidratación,  se  añadieron  20 µL  de  50 mM 
bicarbonato de amonio. La digestión con tripsina se llevó a cabo a 37 ºC overnight. Por 
último, 3 µL de ácido trifluoroacético al 10 % (pH=1) fueron añadidos para detener  la 




seleccionados  entre  aquellos  que  mostraron  mayor  intensidad,  excluyendo  los 
correspondientes a contaminaciones conocidas. Se obtuvo el espectro de fragmentación 
de cada uno de estos  iones. Los datos combinados de MS y MSMS fueron analizados 
juntos  con  el  algoritmo  MASCOT  (Matrixscience)  y  se  utilizó  la  base  de  datos 
Expasy_SwissProt. 
Las  proteínas  se  clasificaron  en  categorías  funcionales  (p<0.01)  con  el  programa 














proteómico.  Se  obtuvieron  las  curvas  de  crecimiento  de  la  cepa  silvestre  de  S. 
cerevisiae y de los mutantes de deleción seleccionados, tras su incubación con y sin 
el  extracto  polifenólico  de  cacao  y  la  presencia  o  ausencia  de  estrés  oxidativo 
inducido  con  dos  concentraciones  de  H2O2  (0.5  y  4  mM).  Posteriormente,  se 
calcularon las “tasas de crecimiento” y las “curvas de efecto” de acuerdo a lo descrito 
en  el  apartado  7.2.  Las  diferencias  estadísticamente  significativas  (p<0.05)  se 
calcularon con el test de la t de Student.  
 













45 min  a  28  ºC  con  agitación  a  200  rpm.  Finalmente,  se  recogieron  las  células  por 
centrifugación a 2700 g durante 10 min a 4 ºC y se lavaron con agua milliQ. Se eliminó 











acuerdo  con  las  instrucciones  del  fabricante.  Las  muestras  fueron  posteriormente 
tratadas y analizadas en el Servicio de Genómica y Genética Translacional del CIPF. El 
ARN  fue  cuantificado  por  espectrofotometría  (NanoDrop  ND1000,  NanoDrop 










programa  Agilent  Feature  Extraction  10.10.1.1  de  acuerdo  al  protocolo  de  Agilent 





funcionales  (p<0.05)  con  el  programa  Genomic  Research  Environment  (GenRE).  Se 


































La  secuencia  de  los  genes  se  obtuvo  de  la  base  de  datos  SGD.  El  diseño  de  los 





























forward/reverse  para  los  genes  seleccionados,  sus  secuencias,  su  temperatura  de 
melting y el amplificado esperado.  
Los  cebadores  fueron  posteriormente  verificados  por  PCR  con  el  objetivo  de 
confirmar la correcta amplificación del ADN. Las reacciones se realizaron con tampón de 
PCR (conteniendo Mg2Cl), 0.5 µM de cebador F, 0.5 µM de cebador R, 0.2 mM de dNTPs 
























Tabla  4.  Cebadores  diseñados  para  el  ensayo  de  validación  de microchips  por  RT‐qPCR.  F= 
forward; R= reverse; Tm= temperatura de melting. 
 
















































































































por  duplicado.  Controles  sin  cDNA  fueron  incluidos  para  cada  gen  y  placa.  Las 
condiciones de  reacción  fueron 95  ºC durante 10 min y 40  ciclos de amplificación a 






























hipoclorito  sódico  de  los  adultos  grávidos  para  los  ensayos  de  estrés  térmico  y 
acumulación de ROS. En el caso de los ensayos de resistencia a estrés con peróxido de 





Se  sincronizaron  los  cultivos  en  placas  de  NGM  estándar  (control)  y  en  placas 
suplementadas con extracto de cacao (100 mg EE/L) o fracción (10 mg/L de compuesto 
principal o de polifenoles totales, dependiendo de  la  fracción), sembradas con E. coli 

















Larvas  L4  y  adultos  jóvenes  sincronizados  fueron  tratados  durante  3  días  con 
extracto de cacao  (estandarizado a una concentración de 100 μM de epicatequina o 
cafeína),  100  μM  de  compuesto  puro  (stock  de  epicatequina  o  cafeína  100 mM  en 
DMSO), F16 (ajustada a 100 μM de cafeína), F19 (ajustada a 100 μM de epicatequina) o 
0.1 % DMSO y agua (control). La incubación se llevó a cabo a 20 ºC en placas con medio 
NGM  líquido  conteniendo  120  μM  de  FUDR  (5‐fluoro‐2´‐deoxyuridina)  para  evitar 





toques  con  el  punzón  hasta  las  100  h  de  tratamiento  con  el  agente  estresante.  Se 
representaron las curvas de supervivencia mediante el análisis de supervivencia Kaplan‐
Meier con el test Log Rank (Mantel‐Cox) para cada condición. El análisis estadístico se 
realizó  con  el  programa  GraphPad  Prism  6  (La  Jolla,  USA).  Las  diferencias 





grupos  dependiendo  de  su  capacidad  de  locomoción:  A)  gusanos  que  se  mueven 









El  H2DCF‐DA  (2',7'‐  dichlorodihydrofluoresceina–diacetato;  Sigma)  atraviesa  las 
membranas celulares transformándose en el derivado no fluorescente H2DCF el cual se 
queda atrapado dentro de las células. Posteriormente, este derivado puede ser oxidado 
por  las  ROS  intracelulares  dando  lugar  al  compuesto  fluorescente DCF,  pudiéndose 
medir en un espectrofotómetro de fluorescencia (excitación a 485 nm; emisión a 535 
nm). La  intensidad de  la  fluorescencia se correlaciona con  la cantidad  intracelular de 
ROS. 
Los experimentos  se  llevaron a  cabo de acuerdo a  lo descrito por Büchter et al. 
(2013) con algunas modificaciones. Se incubaron las larvas L4/adultos jóvenes con 100 













midió  a  535  nm  (excitación  a  485  nm)  cada  15  min  durante  12  h  en  un 
espectrofotómetro de fluorescencia (Synergy Mx, BioTek; Bad Friedrichshall, Germany). 
Los experimentos se llevaron a cabo por triplicado y el análisis estadístico se realizó con 














Los  gusanos  se  trataron  de  la  misma  manera  que  para  el  ensayo  del  DCF.  Para 
determinar  su  supervivencia  a  una  temperatura  letal  de  37  ºC,  los  gusanos  fueron 
transferidos individualmente en 1 μL de PBST a una placa de 384 pocillos (Greiner Bio‐
One, Frickenhausen, Germany) conteniendo 9 μL de PBS y, por último, se añadieron 10 
μL de SYTOX® Green 2  μM  (Molecular Probes  Inc.,  Leiden, The Netherlands) en PBS 
(concentración final de 1 μM). La placa se selló para evitar evaporación con una cinta 
negra adhesiva (Perkin Elmer, Wellesley, MA, USA). La intensidad de la fluorescencia se 
midió  con  un  espectrofotómetro  de  fluorescencia  (Synergy  MX,  BioTek;  Bad 
Friedrichshall, Germany) cada 15 min durante 12 h (excitación a 485 nm; emisión a 535 
























Se  detectó  la  translocación  nuclear  de  DAF‐16‐GFP  mediante  microscopía  de 
fluorescencia utilizando un Nikon Eclipse Ni‐U y un set de filtros GFP (Nikon; Düsseldorf, 
Germany). Se ensayaron 30 gusanos por condición y se llevaron a cabo 4 experimentos 





1. Se  ha  puesto  a  punto  un  método  en  placa  multipocillo  basado  en  la 
monitorización del crecimiento de S. cerevisiae demostrándose su utilidad para 
evaluar  la  capacidad  de  extractos  polifenólicos  de  cacao  y  uva  para  inducir 








resistencia  al  estrés  oxidativo  provocado  con  H2O2  o  menadiona  en  las 
condiciones ensayadas, lo que puede explicar en parte la ausencia de respuesta 
observada en esta cepa. 










4. El  estudio  transcriptómico  y  proteómico  de  la  respuesta  de  levadura  a  la 
exposición al extracto de cacao y al estrés oxidativo sugiere que se produce una 
modificación  del metabolismo  de  carbohidratos mediante  la  represión  de  la 
glicolisis y  la activación de  la  ruta de  las pentosas  fosfato con el consiguiente 
incremento de poder reductor. Además, se ha observado una rápida inducción 
de  algunos  de  los  enzimas  de  actividad  antioxidante  como  catalasas  y 
peroxidasas. Los experimentos con  las cepas mutantes por deleción en genes 
señalados por el estudio proteómico mostraron que  las proteínas Pro2, Gdh1, 
Ssb2,  Yhb1,  Imh1,  Aro8,  Prb1, Hom6,  Bmh2,  Ilv1, Met6  y  Cit1  pueden  estar 
implicadas en la respuesta protectora antioxidante mediada por el extracto de 
cacao. 
5. El  extracto  de  cacao  y  las  fracciones  cromatográficas  ricas  en  catequina, 
procianidina B2 y epicatequina protegieron significativamente a C. elegans del 
estrés inducido por H2O2, al igual que sucedió en S. cerevisiae. Sin embargo, en 
estudios  de  estrés  inducido  con  Na‐arsenito,  estrés  térmico  y  midiendo  la 
formación  de  ROS  intracelular,  sólo  el  extracto  completo mostró  diferencias 
significativas,  sugiriendo  que  la  mayor  riqueza  en  compuestos  del  extracto 
confiere la mayor capacidad protectora. 
6. Se  ha  demostrado  que  la  expresión  del  factor  transcripcional  DAF‐16  de  C. 
elegans (factor de crecimiento tipo  insulina) está modulada por el extracto de 
cacao  pero  no  por  la  epicatequina  ni  por  la  fracción  cromatográfica  rica  en 
epicatequina. Se ha comprobado que DAF‐16 es esencial para que se produzca 
efecto  mediado  por  el  extracto  de  cacao  sobre  la  acumulación  de  ROS 
intracelular y sobre el estrés térmico, confirmándose además que dicho factor es 
esencial para que se produzca la protección antioxidante en C. elegans. La ruta 
de  la  señalización  de  la  insulina,  dado  que  se  encuentra  muy  conservada 
evolutivamente,  puede  ser  también  relevante  para  los  efectos  saludables 
inducidos por el cacao en otras especies.
  
 
 
 
